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1.-TITULO 

"EFECTO DE LOS FACTORES AMBIENTALES SOBRE LA 
PRODUCCION DE PENICILINA EN FERMEllTACION SOLIDA" 

2.-INTRODUCCION: 

2.1 -ANTIBIOTICOS. 

El termino 11 antibiótico 11 fue empleado inicialmente por 

Salman A. Waksman en 1942 (Rose, A.H., 1979), definiéndolo 

como 11 un componente qulmico, producido por un microorganismo, 

que tiene la capacidad de inhibir el crecimiento y 

eventualmente, destruir a bacterias y otros microorganismos en 

soluciones diluidas", pero debe incluirse en está definición a 

los antibióticos producidos químicamente. Es claro que por sus 

propiedades, los antibióticos pueden tener funciones 

terapeúticas y hasta de investigación, como es el caso del uso 

de penicilinas en forma experimental en la formación de 

protoplastos. La penicilina fue el primer antibiótico 

producido industrialmente durante la segunda guerra mundial. 

Su interés económico deriva de la utilización médica para 

luchar contra las enfermedades infecciosas. 

Se trata de substancias especificas, que no tienen una 

distribución generalizada entre los microorganismos y que no 

se producen sino por un limitado número de especies. El género 

streptomyces agrupa a una gran parte de los microorganismos 

productores de antibióticos. Se distinguen varios tipos de 

antibi6ticos según sea su estructura quimica. Sus s1ntesis son 

diferentes. Algunos ejemplos de antibióticos son: penicilinas, 

que son de gran importancia por su función terapeútica y de 



investígación, tenemos también antibi6ticos polipept1dicos, 

antibióticos aminoglucos1dicos, antibióticos rnacrol!dicos y 

tetraciclinas. 

Hay numerosos antibióticos de estructura variada que no 

se pueden colocar en los grupos precedentes, de los cuales, 

los más importantes son: Cloramfenicol, Griseofulvina, 

Puromicina, Mitomicina, Actinomicina, y Novobiocina, 

Cicloserina. Se propone que la producción de antibióticos 

posterior a la étapa de crecimiento es favorable ya que en 

esta fase el microorganismo productor ya no es sensible a su 

antibiótico, el cual es activo para otras especies (Hart1n & 

Demain, 1980). Dhar y Khan (1971) proponen que esto puede 

deberse a una destoxificación del antibiótico por una 

peptidización sobre las estructuras heterociclicas. 

2.2.-METABOLISMO. 

2. 2. l. -CINETICA DE CRECIMIENTO DE UN HONGO. 

El crecimiento de los hongos se ha dividido en 5 fases 

fisiológicas: Después de la fase inicial de adaptación o 

latencia hay una fase de crecimiento balanceado (fase 

logarltmica o exponencial) en la qua existe una acumulación de 

nutrientes y la composición y la morfologia de la hifa se 

mantienen constántes. Durante la fase logaritmica, la rápidez 

de reproducción celular alcanza su valor m:iximo. Esta fase 

finaliza al agotarse uno o varios compuestos necesarios para 

el crecimiento y en muchos casos por la acumulación de 



productos inhibidores. ourante la siguiente fase (de 

almacenamiento), el peso seco del micelio aumenta debido a una 

acumulación de carbohidratos y grasas almacenadas, mientras 

que el nivel de compuestos nitrogenados incluyendo el DNA 

permanecen constantes. Posteriormente el organismo pasa a una 

fase de mantenimiento o estacionaria en la que el peso seco 

permanece constante. Las celulas conservan cierta actividad 

metabólica, pero se detiene el crecimiento. Esta fase continúa 

hasta que se agotan tanto las reservas del organismo como los 

nutrientes del medio. Entonces ocurre la fase de declinación, 

en la que el número de celulas viables comienza a disminuir, 

la tasa de mortalidad va aumentar progresivamente debido a una 

autólisis bajo la acción de enzimas de las células mismas 

(Smith y Berry; 1974¡ Leveau y Bouix; 1985). 

La reproducción de los hongos ocurre generalmente después 

de la fase de crecimiento exponencial (también llamada 

trofofase} . La reproducción es inducida cuando factores 

externos o internos (generalmente nutrientes) se vuelven 

limitantes para el desarrollo vegetativo. Durante este 

desarrollo vegetativo se lleva a cabo en la célula una serie 

de reacciones, tanto de síntesis como de degradación. Esta 

serie de reacciones componen el metabolismo y este puede ser 

primario o secundario (Smith y Berry 1974). 



2.2.2.-METABOLISMO PRIMARIO. 

Dentro del metabolismo de los microorganismos se da una 

gran diversidad de rutas biosintéticas, ütiles para su 

crecimiento, sostenimiento y reproducción; aunque existen 

metabolitos cuya utilidad directa en el microorganismo 

productor se desconocen. En general se pueden hablar de dos 

tipos de procesos de biosíntesis: el primario y el secundario. 

Esta distincion entre metabolismo se manejo inicialmente por 

los fisiólogos de plantas y su punto de vista se puede 

generalizar los microorganismos (Bu' lock, 1965). El 

metabolismo primario incluye una serie interelacionada de 

reacciones anabólicas, catabólicas y anfibólicas, mediadas par 

enzimas, que proveen intermediarios biosintéticos y energia, 

asi mismo convierten los precursores biosintéticos en 

moléculas esenciales como el DNA, RNA, proteinas, lipidos y 

polisacáridos. Este metabólisrno está finamente balanceado y 

sus intermediarios normalmente no se acumulan (l-!artin 

Demain, 1980j. 

Los metabolitos primarios incluyen productos finales de 

bajo peso oolécular que son usados como otro bloque de 

estructuras para macromoléculas esenciales o son convertidas 

en coenzimas. Los intermediarios en la biosintesis de estos 

productos finales son también considerados 

primarios. Los más importantes son los 

nucleótidos de purinas y pirimidas y las 

como meta bol i tos 

aminoácidos, los 

vi táminas. otros 

rnetabolitos primarios incluyen los intermediarios de la ruta 

mayor del ~etabolismo intermediario, tal como la ruta de 



Embden-Meyerhof, la ruta de la pentosa fosfatasa, y el ciclo 

del ácido tricarbóxilico. con está interpretación, los ácidos 

orgánicos, tal como al ácido citrico y fumárico son 

considerados a ser metabolitos primarios. La sobreproducción 

de metabolítos primarios es evitada por microorganismos, si es 

un proceso destructivo que disminuye la supervivencia en la 

naturaleza, Sin embargo, el mismo organismo maneja con error 

su supervivencia en sus mecanismos regulatorios, y está 

sobreproducción, se da en cultivos seleccionados diseñados 

para aislar el potencial de cultivo de fermentación . Estos 

cultivos zon sometidos a desarrollos intensivos, en los 

cuales, el ambiente y l~s modificaciones genéticas son usadas 

para disminuir la regulación e incrementar la sobreproducci6n. 

(&Vang, D., et al, 1979}. 

2.2.3.-METABOLISMO SECU!IOARIO. 

Se les llama rnetabolitos secundarios a ciertos compuestos 

producidos por algunas cepas de ciertas especies. Estos no 

parecen ser esenciales para su crecimiento y su produccióri no 

está asociada con la fase de crecimiento. El papel de estos 

compuestos en el metabolismo celular no se conoce. Aún cuando 

un microbio posea la información genética para producir uno o 

más metabolitos secundarios, la expresi6n de esa información 

es regulada por una variedad de factores ambientales, algunos 

o todos destinados a retardar la velocidad de crecimiento. En 

cuanto a la función de estos compuestos en el metabolismo, la 

hipótesis más aceptada es que los microbios que entran en la 
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fase estacionaria de crecimiento y son incapaces de cerrar la 

producción de intermediarios de bajo peso molécular requeridos 

durante la fase de crecimiento para la síntesis de los 

constituyentes celulares, convierten esos precursores en 

compuestos inocuos (rnetabolitos secundarios) que no reprimen 

la síntesis de compuestos de bajo peso molecular. La ventaja 

para el microorganismo es que evita el problema metabólico que 

seria la acumulación de grandes cantidades de compuesto de 

bajo peso molecular, y al mismo tiempo permitir que el proceso 

biosintétíco permanezca operativo en un periódo de estrés 

metabólico (Rose, A. H., 1979). 

2.2.3.1.- AGRUPACION SEGUN SU SINTESIS. 

A pesar de la enorme amplitud de estructuras qu!.micas 

encontradas en los metabolitos secundarios, la mayor parte de 

estos compuestos pueden ser agrupados en cuatro clases basados 

en su origen biosintético. Esto refleja el pequeño número de 

grupos en los que uno puede clasificar los compuestos de bajo 

peso molecular· que son precursores de los constituyentes 

celulares, es decir nucleótidos, aminoácidos, azúcares, 

acetil-CoA (y compuestos relacionados incluyendo los 

intermediarios del ciclo de Krebs) y terpenos. También indican 

que los metabolitos secundarios individuales, generalmente, 

provienen de intermediarios de bajo peso molécular y se 

caracterizan por tener una estructura qu1mica relativamente 

complicada y por tener, muchos de ellos, actividad biol6gica, 

por lo que tienen una gran importancia económica. como ejemplo 

se pueden mencionar los antibióticos, estimulantes del 



crecimiento vegetal, antitumurales, 

coccidioStátlcos, colorantes, 

(Rose, A.H. 1979). 

2.2.3.2-.TROFOFASE E IDIOFASE. 

tóxinas¡ 

inmunodepresores, 

y antihelmínticos 

Los metabolitos secundarios son producidos durante la 

fase estacionaria de crecimiento. En 1961, Bu' Lock, utiliza 

los terminas trofofase e idiofase para describir la fase de 

creciniento rápido (no limitado) y la fase de produccion, 

respectivamente, el crecimiento en la fase no limitada es muy 

rapida (Mmax) y la producción es practicamente cero. 

En la idiofase, el crecimiento se hace desbalanceado (o 

se limita) por la falta de uno o mas nutrientes, por lo que la 

velocidad de crecimiento se vuelve muy baja y la producción 

muy alta (Bu'Lock 1961). 

Se tiene en los ultimas ~ñas un gran avance en el estudio 

de los mecanismos que regulan la síntesis de estos compuestos 

y se han encontrado mecanismos parecidos a los que regulan el 

metabolismo primario. Por ejemplo la síntesis de penicilina es 

regulada por represion catabólica, es decir la producción se 

detiene cuando hay una concentracion de glucosa relativamente 

alta en el medio (fiang, D, et al, 1979). 

2.3.-PENICILINA. 

2.J.l.ANTECEDENTES HISTORICOS. 

Desde el siglo pasado es conocida la existencia de 

compuestos de origen microbiano, capaces de inhibir el 

crecimiento de otros microorganismos. No fue hasta el af\o de 



8 

1929 en que Alexancler Fleming descubrió la actividad 

terapeútica de la penicilina producida por el hongo 

Penicillium notatum, cuando se marco el inició de una nueva 

era en la medicina c11nica para el control de enfermedades 

infecciosas y para la industria de las fermentaciones por su 

producción a gran escala (Fleming., 1929). Al igual que otros 

metabolitos secundarios, la penicilina no presenta ninguna 

función aparente en los microorganismos que la producen. 

Posee propiedades bactericidas sobre gérmenes Gram positivos y 

en cierto grado sobre Gram negativos. 

sin embargo, desde 1881, Tyndall descubrió que los hongos 

del género Penicillium limpiaban las soluciones turbias por el 

desarrollo bacteriano y a partir de 1890 se usaron ex.tractos 

bacterianos y de hongos para el tratamiento de diversas 

enfermedades infecciosas; los resultados no fueron 

reproducibles ni la naturaleza de los productos terapeO.ticos 

fue controlada. 

2.3.2.-PENICILINA G 

La penicilina es producida por los hongos Peniclllium 

notatum y P.chrysogenum, cuyos rendimiemtos han aumentado 

desde unidades internacionales ( 1 Unidad o. 6 µg/ml) de 

medio de cultivo en 1940 hasta so,ooo U/ml. 

su naturaleza quimica puede variar segO.n la 

disponibilidad de precursores en el medio de cultivo o en las 

condiciones naturales de su crecimiento. Se conocen varias 

penicilinas naturales que se describen con letras: F, G, K, O, 

V y X (Kumate 1 1989). De estas, las que cuentan con actividad 
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terapeútica son la penicilina G (bencilica) y la V 

(fenoximet1lica). Su actividad bactericida, es debida a que 

bloquea la unión entre los aminoácidos o-alanina y L-alanina 

del péptido glucano de la pared celular, lo que provoca una 

estructura sensible a los cambios osmóticos. 

Diversos microorgamismos presentan una resistencia 

natural a la acción de la penicilina, dicha resistencia 

resulta de la s1ntesis de B-lactamasas, enzi~as que hidrolizan 

el anillo B-lactámico. 

Hasta 1945 se determinó la estructura qu1mica de la 

penicilina y se demostró por estudios cristalográficos que 

est.§. compuesta de anillo uno tiazolidinico y otro 8-

lactámico, que constituyen un nucleo central denóminado ácido 

G-amino-penicilánico (6-APA). Fig.l 

@o 
JI s Q-!3 

-0-!2-C-NH-HC___if "'- / 

J_l_t: 
CADENA LATERAL 

o 
.bN LLOftlJ.CT¡IJ'1CXl 

.AN LLO TIA20.JaNCX> 

Fig.1. Estructura bAsica da la penicilina (penicilina G) 
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Posteriormente Abraham en Inglaterra y Adriaens en 

Bélgica esclarecier6n la secuecia de slntesis de la penicilina 

en P. chrysogenum y demostraron la condensaci6n de L-cisteina y 

D-valina que da lugar a los anillo mencionados. 

H2N-CH-CH2-SH 
1 

O=C-OH 

L-CIS'l'EINA 

CHJ 
1 

HC-CHJ 
1 

H2N-CH-C-OH 
II 
o 

L-VALINA 

La "penicilina posee además una cadena lateral aciclica, 

unida al núcleo de 6-APA y de cuyas caracterlsticas depende la 

penicilina resultante. Diversos ácidos pueden servir como 

precursores de la cadena lateral, de la cual va a depender la 

actividad biológica del antibiótico y su sensibilidad a la 

acción de B-lactámasas. 

Tal es el caso de la alfa-carboxibencil penicilina 

(carbenicilina) compuesto que además de ser insensible a la 

acción de está enzima ofrece una mejor absorción oral. 
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DIVERSOS EJEMPLOS DE PENICILINAS NA1'URALES. 

PENICILINA RADICAL(R) 

.n-Hep\11 (k) CH.l-{CH2l+po 

p-Hia0>;b..a1¡x¡ "ººCH2·<¡-0 

La manufactura general de las penicilinas naturales 

terapeúticamente significativas se pueden observar en la 

figura 2. 

Penicilinas biosintéticas: 

Cepa de hongo 
+ 

Nutrientes 
fermentación recuperación 

y purificación 
Penicilina 

G o V 

Fig.2. Esqu8111ll de la manufactura de penicilinas naturales 
terapeúticamente activas. (Rose, 1979) 
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Penicillium chrysogenum puede proveer muchos otros tipos 

de penicilinas distintas a la G o V dependiendo del ácido 

tricarboxilico adicionado al medio de cultivo, as! como de las 

condiciones de fermentación o, en su caso de un tratamiento 

gen6tico adecuado. 

2.3.3,-BIOSINTESIS. 

La biosintesis de penicilina G ha sido ampliamente estudiada, 

y se señala como origen de la ruta a ·la reacción entre la 

Acetil CoA y el alfa-cetoglutarato, generando la formación, 

después de varios pasos intermediarios, del alfa-aminoadipato. 

En este paso se presentan dos rutas opcionales al proceso, una 

enfocada a la producción de penicilina y otra que genera el 

aminoácido lisina. 

El primer paso en la biosintesis de la penicilina es el 

catalizado por la enzima &(L-alfa-aminoadipil) L-cistéina 

sintetasa, que lleva a cabo la unión de alfa-aminoad!pico con 

aminoácido L-ciste1na, para formar el primer intermediario de 

la vía (Lara, et al., 1982). Este intermediario se condensa 

con el aminoácido L-va.lina, para dar origen al tripéptido 

alfa-aminoadipil-cistenil-valina (fig.J). 

La formación intracelular de este compuesto fue reportada 

por Arnstein hacia 1960. Más tarde fué obtenido de un extracto 

libre de células de P. chrysogenum a partir de sus aminoácidos 

precursores (Baner, 1970). Así mismo Adriaens et al., 

encontraron que el tripéptido se encuentra estructurado como 

L-alfa-amino adipil-L-cisteinil-D-valina, arreglo molecular 
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que coincide con el descrito para el mismo intermediario en la 

sintesis del antibiótico cefalosporina en Cephaslosporium 

acremonium (Loder and Abraham 1974). A la fecha no está 

definido si el aminoácido valina se incorpora en su forma D, o 

bien lo hace como L-valina que después es isomerizada. 

dlo-arinooípdo 

Fig.3 Estructura qui.mica de los precursores e 1ntermed:1ar1os 
on la f ormnción del tripéptido alf n-nminoadipil-L-cisteinil-D
valinn. 

Los eventos finales en la biosintesis del antibiótico 

implican la formación de los anillos 8-lactámico y 

tiazolidinico. sin embargo la permeabilidad del hongo a los 

diversos precursores de la vla, as1 como la inestabilidad de 

los mismos a las condiciones de estudio, retardaron por algún 

tiempo la definición de los pasos que componen la ruta 

biosintétic~ del antibiótico. El uso de lisados de 
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protoplastos capaces de formar el antibiótico in vi tro 

(Abraham, 1974} ha permitido establecer recientemente, que el 

tripéptido es convertido en isopenicilina N a través de un 

intermediario B-lactámico monociclico (Heesschaert, et al., 

-1980). La isopenicilina N es un compuesto inestable con 

actividad antibiótica que posee a~fa-arninoadipico en su cadena 

lateral. Dicho intermediario debido a la acción de una acil-

transferasa (Loder and Abraham, 1974), intercambia el alfa

aminoadipato en su cadena lateral por ácido fenilacético y da 

origen a la penicilina G o bencil-penicilina, producto final 

de la via. (Fig.4). 



lll .... 

FOSFOGLICERATO 

I l ACETIL-CoA CETOGLUTARATO 

/ 

,¡~ .¡.· . i'OSFOENOL HOMOCITRHO 
·.. PIRL'VATO 1 

SER\:NA . ¡ Pl~uLro m-HOMOrONITATO 

•.•. .• \.' . . HOMOISOC:T~ft.TO 
·:: :: . VALINÁ 1 

.· . .· -~ OX.•LOGLITA'"'º 

Ci.S~EihiA' .· ·.'. ·.¡:.• •... ::.:.·: .... •. ·_· ·.· . ~· -CETOP..DIP.r~TC 
.MINO;DIPATO ---~

I 
-AMINOA~l?ATO 

SEMIALDEHIDO . l :· 
AC' 'l 
l' 

r ri;:LACE7.:.TO 

ISO?ENICILINft t: 

l · -A.t.llflfi.\DIP!\fl') 

SACARO?INA 

! l 
t~·--- L-LISINA ----·ni.! 

P'.::NIC:LINA G 

Fi9Q4. Rú\a ~iosin~9tica de la penicilir.a y su relación con el metabolism.: ~rimario 
1) l-lomoci'.,,to sintsrasa. 2) ACV sintetasa. 3) lsopenicilina N sintetasa. 4) Penicilin 
aciltrans.~&rJ3G. ~) S.:::-:=!ropino deshidroger.asa. 
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. '~· . '- - ' 

2 .• J. 4. -REGULACION; DE •LA BIOSIN,TESIS :DE PENICILINA. 
,. -<_.,».- .-

Una, dEL las , c8;-6ct·~rÍ.st.iccl. de la producción de este 

antibi6tii:o•. es su a¡:iaricii6n en la fase tardia del crecimiento 

microbiano ·(idiofase). Es evidente la relación que existe 

entre la formación del antibiótico y el consumo y 

concentración de las fuentes de nitrógeno y de carbono del 

medio de cultivo. 

a) .-REGULACION POR LA FUENTE DE CARBONO. 

La formación de penicilina por el hongo P.chrysogenum es 

reprimida por glucosa. El porcentaje de represión depende de 

la concentración de esté carbohidrato en el medio de cultivo. 

Análogos no metabolizables de glucosa carecen de este efecto, 

sugiriendo que un producto del catabolismo de este azúcar, más 

que la glucosa rr.isma, pudiera ser el responsable de esta 

acción. Las bases moleculares de dicho efecto aún no han sido 

establecidas, sin embargo, ha sido reportado que la represión 

no es revertida por AMP ciclico (Revilla, et al., 1980). 

otras fuentes de carbono como sacarosa, fructosa, y 

galactosa, afectan negativamente la formación del antibiótico 

en un grado similar al ejercido por glucosa. Polimeros de 

glucosa tales como el almid6n, inhiben sólo parcialmente la 

sintesis del metabolito secundario, mientras que los 

carbohidratos lactosa y rhamnosa, carecen de efecto (Revillll, 

et al., 1980). 

b) • -REGULACION POR LA FUENTE DE NITROGENO. 

La penicilina puede ser concebida como un antibiótico 

peptldico, en función de que en su sintesis intervienen los 
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aminoácidoS L-ai°fa-a~iñoadipato, L-ciste1na y L-valina. Bajo 

estas consideraciones, es predecible que tanto su formación 

como regulación, estén sujetas a cualquier evento de control 

que influencie la formación de sus aminoácidos precursores. 

(Sánchez et al, 1980). 

Hunter y Segol (1971), reportar6n que micelio de P. 

chrysogenum1 acumulaban elevadas concentraciones de L-

glutamato, y además se ha encontrado que la poza se incrementa 

al final de la trotofase. 

Recientemente se ha reportado que el glutamato estimula 

la s1ntesis del antibiótico en el micelio del hongo que ha 

sido cosechado durante la idiofase y resuspendido en un medio 

minimo. (Sánchez et al., 1980). 

Las bases bioqu irnicas de está acción han sido 

establecidas al demostrar que el glutamato induce la &: (L-alfa

aminoadipil} L-cistelna sintctasa, primcri'.! enzima de la via 

que sintetiza penicilina (Lara, et al., 1982). 

'Otras fuentes de nitrógeno tales como el amonio, también 

influyen en la formación de penicilina. Dicho ión afecta 

negativamente la formación del metabolito secundario y su 

acción es proporcional a la concentración que guarda en el 

medio de cultivo. 

En resO.rnen, se puede considerar que el incremento en la 

concent'ración intracelular de glutamato, al final del 

crecimiento logar1trnico de P. chrysogenum, induce la s1ntesis 

de penicilina e incrementa la poza de glutamina ¡ la quºe a su 

ve~ podr1a donar los grupos alfa-amino de los aminoácidos 
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pre_cursores de la molécula de penicilina y de está forma 

iniciar su sintesis. Bajo estás concideraciones, es posible 

pred~cir que cualquier mecanismo que afecte directa o 

indirectamente la formación de glutar:iina, aún cuando la poza 

de glutamato se encuentre elevada, repercutirá negativamente 

en la slntesis del antibiótico. 

e), -RETRORREGULACION DE LA BIOSitlTESIS 

La biaslntesis de penicilina puede ser controlada por 2 

mecanismos retrorregulatorios. Por un lado existen reportes de 

que la adición del antibiótico en cualquier fase de la 

fermentación, previene la acumulación posterior de penicilina 

sin afectar el crecimiento microbiano (Cooper and Meister, 

1977). Mutantes de alta producción, requieren 

proporcionalmente mayor concentración de penicilina para 

retroinhibir su propias biosintesis (Gordee and Day, 1972) . 

El efecto regulatorio que ejerce penicilina puede ser 

también observado con el uso de análogos de la misma (Martln, 

et al., 1979). Por otra parte la slntesis del antibiótico 

también puede ser regulada por la adición del aminoácido L

lisina. En 1957, Demain reportó la capacidad de L-lisina para 

inhibir la síntesis de penicilina. Mas tarde se descubrió que 

dicho efecto podía ser revertido mediante la adici6n de alfa

aminoadipato, compuesto que además estimulaba la formación del 

antibiótico (Somerson, et al., 1961). La lisina inhibe la 

formación del alfa-aminoadipato a través de retroinhibir la 

homocitrato sintetasa, primera enzima involucrada en la 

formación de lisina (Demnin and Masurekar, 1974). 
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Adicionalmente, se ha observado que mutantes resistentes a la 

inhibición ejercida por los análogos de lisir.a presentan una 

mayor capacidad para sintetizar el antibiótico (/>fasurekar and 

Démain, 1974). Tal caracter1stica representa una base para el 

diseño de estrategias tendientes al mejoramiento genético de 

la produccion de penicilina (Sánchez, et al., 1980). 

2. 4. - PRODUCCION DE PENICILINA POR FERMENTACIO!I LIQUIDA. 

La producción convencional de penicilina se lleva a cabo 

por fermentación en cultivo 11quido. Se utilizan fermentadores 

con capacidad de 40,000 a 200,000 litros. El proceso es 

aeróbico, pasando aire por el cultivo, utilizando agitadores 

para aumentar la superficie de contacto entre el aire y el 

medio de cultivo además de homogeneizar el medio. La 

temperatura se maneja en un rango de 25 ± o.sºc y un pH de 6.B 

a 7. 4. Los tanques fermentadores deben de tener sistemas de 

enfriamiento (por ejemplo chaquetas) y sistemas de control de 

todos los parámetros (Queener y swartz, 1979). 

El primer paso en el proceso de fermentación es el 

in6culo de un tubo con medio de esporulación a partir de 

esporas liofilizadas. Una vez esporulado se hace un suspensión 

y se inocula un matraz con medio vegetativo (o medio semilla) . 

cuando se obtiene una buena cantidad de biomasa se inócula un 

tanque con medio semilla. El propósito de estos inóculos es 

incrementar la concentración de biomasa a una velocidad 

elevada, la cual se obtiene durante la fase de crecimiento 

logar1tmico. Una vez que se obtiene cierto nivel de biomasa se 

inocula un tanque fermentador el cual contiene un medio 
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especifico para la producción de penicilina. {Oueener y 

swartz, 1979). 

La producción de penicilina puede hacerse por lote, lote 

alimentado o semi-continua, y en cada caso el tiempo de 

fermentación está limitado por distintos factores. 

Para recuperar la penicilina del medio inicialmente se 

filtra el cultivo para eliminar el micelio y otros sólidos. 

Posteriormente se añade ácido fosfórico o sulfürico para 

disminuir el pH a 2-2.5, ya que la forma ácida es más soluble 

en compuestos orgánicos. De aqul pasa a una extracción con un 

solvente orgánico, como acetato de amilo, acetato de butilo o 

metil isobutil cetona. 

Posteriormente se realiza una extracción con agua 

mediante la adición de hidróxido de sodio o de potasio para 

obtener li.1 sal de lu. penicilina. Por ültimo se realiza la 

cristalizución de la penicilina para obtenerla en estado 

sólido (Casida, 1968) . 

La penicilina 

penicilina G o v. 

obtenida por fermentación 

A partir de estás se 

penicilinas semisintéticas. Primero 

usualmente es 

producen las 

el 6-APA y se produce 

posteriormente se añaden los diferentes grupos funcionales 

(Queener y Swarts, 1979). 

2.5.-FERMENTAC!Oll SOLIDA. 

La fermentación sólida es un método de cultivo microbiano 

que se ha empleado en la antigüedad y ha sido revalorizado y 

modernizado en los últimos años para producir prote1nas y 
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enzimas (Aídoo et al. 1 1982). El sistema de fermentación en 

estñdo sólido puede definirse como aquellos en que el 

crecimiento microbiano y la formación de productos ocurren en 

la superficie de sustratos sólidos, Entre estas fermentaciones 

se incluyen procesos microbianos tales como: composteo, 

crecimiento en suelo, cultivo superficial, cultivo de hongos 

comestibles, etc., originándose productos de interés 

farmaceútico, alimenticio, y qu1mico. En cuanto a la 

producción de metabolitos secundarios, varias micotoxinas han 

sido producidas en altas concentraciones por fermentación 

sólida (FS} en granos y otros productos agr1colas (Hesseltine 1 

1972). Recientemente, se reportó un proceso de fermentación 

sólida para producir ticido giberélico (Kumar & Lonsane, 

19B7a), y los mismos investigadores desarrollaron mejoras al 

cultivo llevándolo a lote alimentado (Kumar & Lonsane , 19B7b) 

para alargar la fase de producción. 

En 1980 Raimbaul y Alazard desarrollaron un método para 

estudiar el crecimiento de hongos filamentosos en FS, que 

permitió un control relativcmente alto sobre las condiciones 

de cultivo. El investigador francés que desarrollo está 

técnica (H.Raimbault) realizó una larga estancia en el 

departamento de Biotecnologla de la UAM-I colaborando en el 

desarrollo de la tecnologia para el enriquecimiento proteico 

de la yuca por fermentación sólida (Raimbault et al., 1985). 

Los estudios básicos han permitido desarrollar procesos de 

fermentación sólida para producir: celulosas (Roussos, 1985), 

pectinasas (Trejo, 1985) y aflatoxinas (Barrios-Gonzáloz et 
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al., 1988), (Barrios-GonzAlez et al., 1990). Algunos de estos 

·procesos han sido escalados hasta 30 kg en reactores con 

difer"entes configuración (Huerta et al., 1986). 

Las fermentaciones en estado sólido se distinguen del 

cultivo sumergido por el hecho de que el crecimiento 

microbiano, y formación de productos, ocurren en la superficie 

del material sólido con bajo contenido de húmedad. Los 

sustratos tradicionalmente empleados en el estado sólido 

incluyen una gran variedad de productos agrlcolas, siendo 

muchas veces residuos de está actividad productiva. Entre 

tales sustratos podemos mencionar el bagazo y bagacillo de 

caña, la harina de soya, la yuca, la cáscara de arroz, salvado 

de trigo, etc. 

El sustrato sólido otorga un medio favorable a gran 

na.mero de hongos filamentosos y algunas bacterias, que crecen 

en forma rniceliar. Los sustratos sólidos naturales pueden 

otorgar al microorganismo fuente de carbono u otros 

nutrientes. Un desarrollo de micelio en sustratos sólidos 

puede fomentar que el metabolismo primario y secundario 

ocurran simultáneamente en diferentes partes del micelio. 

Puede utilizarse un inóculo de esporas, pues la baja humedad 

disminuye los riesgos de contaminación. La aereaci6n está 

facilitada por espacios interpart1cula, mientras que es 

posible la extracción inmediata del producto. 

Nuevos sistemas de fermentación sólida, particularmente 

el uso de soportes inertes impregnados con medios de cultivo 
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liquidas ha sido patentado (Barrios-González et al; 1988a) y 

caracterizado por ·oriol et al; {1988a) adaptándose 

exitosamente para la producción de penicilina 

González, et al; 1990). Muchas aplicaciones 

fermentación sólida presentan ventajas sobre la 

convencional. 

(Barrios

de la 

tecnolog1a 

2.6.-PRODUCCION DE PENICILINA POR FERMENTACION SOLIDA. 

Aun y cuando la penicilina puede ser sintetizada por 

diversas especies de Aspergillus y Penicillium, desde el punto 

de vista comercial, ha sido el 

el microorganismo que mas ha 

fermentativa de este antibiótico. 

hongo Penicillium chrysogenum 

destacado en la producción 

La fermentación sólida se ha aplicado recientemente para 

la producción de metabolitos secundarios como los antibióticos 

del tipo B-lactamas, como lo es el estudio de fermentación en 

estado sólido para producción de cefalosporina por 

streptomyces clavuligerus y Cephalosporiu1n acremonium (Jermini 

& Demain, 1989) donde mantuvieron el proceso de fermentación 

por 10 d1as en salvado de trigo, obteniendo aproximadamente 

una producción de 900 µg de cefalosporina/g de substrato. 

Antes se realizaron investigaciones para la producción de 

penicilina en fermentación sólida, usando soportes inertes 

impregnados con medios de cultivo liquido. Este sistema ha 

sido patentado (Barrios-González et al., 1988a) y 

caracterizado por (Oriol et al., 1988a). El sistema fue 

adaptado exitosamente para la producción de penicilina por 
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.Barrios-GonzAlez y colaboradores (198Bb). 

Este estudio demostró que era posible producir un 

antibiótico por (FS) y que débido a las ventajas ecológicas 

que la (FS)· otorga a los hongos, no era necesario mantener 

condiciones de estérilidad. Además el sistema permite utilizar 

medios de cultivo desarrollados para fermentaciones liquidas y 

el producto y otros componentes del medio pueden ser 

recuperados por expresión, de manera que se hace posible 

establecer comparaciones muy precisas entre la fermentación 

liquida (FL) y la fermentación sólida (FS). 

La técnica se consideró prometedora, desde el punto de 

vista aplicado, por obtenerse una producción varias veces 

mayor que al utilizar al método convencional en medio liquido, 

encontrandóse que (en las condiciones empleadas) la producción 

de penicilina de (FS) era 17 veces más alta y obtenida en la 

tercera parte del tiempo. También se observó un rendimiento 

siete veces mayor y una productividad volumétrica a. 5 veces 

superior. En esté trabajo, Penicillium chrysogenum presentó un 

comportamiento diterente en cFs> en relación a lo observacto en 

(FL), pues el uso de medios concentrados mejoró el crecimiento 

y la producción en ( FS) , mientras que en ( FL) el efecto fué 

opuesto. 

Estas ventajas, junto con los bajos costos de energia del 

proceso (estérilización, aireación, y agitación) indican que 

esté sistema tiene un importante potencial industrial. Lo 

anterior concuerda con las conclusiones de otros 

investigadores de que la lisiologia en medio sólido puede ser 
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muy diferente a la que presenta un microorganismo en medio 

liquido. Incluso, se ha demostrado que enzimas producidas en 

(FS) tienen características cinéticas (Km, Vmax) y 

fisicoquimica.s (T, pH) diferentes a las producidas por el 

mismo organismo en (FL) (Alazard & Raimbault, 1981; Acuña-

Arguelles, 1991) . También se ha encontrado que la síntesis 

de algunas enzimas como amilasas y pectinas as está 

subreguladas en (FS) (Oriol, et al/ 198Ba). Por lo que es 

necesario hacer más estudios básicos para desarrollar procesos 

más eficientes. Por otro lado, tanto el medio de cultivo como 

la cepa usados en ese estudio son los utilizados en estudios 

básicos, por lo que la producción alcanzada no es la necesaria 

para un proceso industrial. 

En fermentación sólida no se conoce exactamente el efecto 

de los mecanismos de regulación ya conocidos en cultivo 

liquido (inhibición, represión, etc.), siendo factible el que 

otros factores controlen de manera más importante la slntesis 

de penicilina en medio sólido. 

En el cultivo sólido se desconocen los sucesos que 

ocasionen el cese del crecimiento y, por ende, de la 

producción del metabolito. Un factor importante puede ser 

que el agua consumida, determine una limitante en la 

producción de penicilina, pudiendo deberse a que la poca agua 

libre restante no sea suficiente para los procesos de difusión 

o incluso convertirse en el sustrato lirnitante sí se produce 

un incremento significativo de ·biomasa. 
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En fermentación sólida la transferencia o el transporte 

de nutrientes presenta dificultades especiales, de modo que 

limitaciones parciales o totales pueden ser causadas por otros 

mecanismos como: falta de un gradiente de concentración 

adecuada, falta de agua libre, tamaño de part1cula del 

soporte, e incluso la longitud ct7l micelio (se rompe al mover 

el cultivo) afectando al metabolismo secundario. 
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3.-FUNDAMENTO 

En la actualidad la fermentación sólida, ha tenido muy 

buenos resulta dos para la producción de penicilina con el 

hongo P. chrysogenum, y presenta grandes espectativas para el 

futuro. (Barrios, et al., 1988a). El sistema de fermentación 

sólida requiere del uso de soportes inertes impregnados con 

medios de cultivo liquidas. Este sistema ha sido patentado 

(Barrios-GonzáleZ et all 1988a) y caracterizado por Oriol et 

al (l98Ba). 

Una de las principales ventujas en la fermentación 

sólida, con respecto al medio liquido es la producción, en el 

cual se incrementa hasta 17 veces, sólo se requieren 

condiciones asépticas y no estériles, asi mismo se requiere 

menos tiempo de fermentación. 

Estas ventajas, junto con los bajos costos de energia del 

proceso (esterilización, aireación y agitación) indican que 

este sistema tiene un importante potencial industrial. 

La investigación sobre la fisiologia y diseño de 

reactores, hará posible tener en un futuro un proceso 

comercial de producción de penicilina por fermentación sólida. 

4.-PLANTEAMIENTO DEL PRODLEMl\ 

Los factores ambientales tienen un efecto sobre la 

producción, el cual seria ventajoso conocer. La fisiologia 

puede ser diferente y se conoce muy poco en medio sólido. El 

conocer más aparte de tener importancia en ciencia bAsica, 

puede ser aplicado a explotar el potencial del sistema. 
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El sistema de ~ermentación sólida empleado hace uso de 

bagacill6 de caña como soporte, el cual es impregnado con 

medio de -éultivo~ 'Resulta lógico suponer que las 

caracter1sticas --ae1 soporte, influyen en el desarrollo del 

microorganismo en este sistema. 

El diferente tamaño de particula ofrece distinta área 

superficial por unidad de volúrnen, por lo que si el hongo 

crece encima del sustrato, rodeará la part1cula en donde los 

nutrientes difundirán del centro a la superficie de las 

particulas, generando gradientes distintos. 

La mayor densidad de empaque hace uso más eficiente del 

espacio vacio entre las partículas, pero can la concomitante 

reducción del área de intercambio gaseoso con la atmósfera 

circundante. Por otro lado si se escala el proceso habrá 

configuraciones de re~ctores, que por. el tamaño generen un 

enpaque r.:ayor. 

Mezclado y adiciones. Desde el punto de vista básico, si 

se mezcla el cultivo se romperá el micelio, y generará 

fragmentos cortos en estados f isiol6gicos parecidos. Se 

podr1an entonces hacer adiciones para experimentos má.s 

sofisticados en f isiologia y desarrollo de procesos, en donde 

se pueda adicionar agua, nutrientes o agentes para control de 

pi!. 
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5,- OBJETIVOS 

5, l. -OBJETIVO ·GENERA.L •. 

Determinar tós , efec-tos _de algunos factores ambientales, 

sobre la producción de penicilina en fermentación sólida. 

5.2.-0BJETIVOS ESPECIFICOS 

5. 2 .1.-Montar métodos de análisis necesarios para seguir 

el perfil de la fermentaci6n, como son: pH, de humedad, 

contenido de azúcares, cuenta de esporas, biomasa y 

cuantificación de penicilina. 

5. 2. 2. -Determinar el efecto del tamaño de part1cula del 

soporte sobre la producción de penicilina y otros parámetros 

de la fermentación. 

5. 2, 3. -Establecer el efecto de la densidad de empaque 

sobre la producción de penicilina y otros parámetros de la 

fermentación. 

5.2.4.-Determinar si el mezclado provoca algún efecto 

sobre la producci6n de penicilina y otros pa,,.ámetros de la 

fermentación. 
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6.- HIPO'l'ESlS 

6.1.-El metabolismo secundario se lleva a cabo después de 

la fase de crecimiento y es iniciado por una limitación del 

crecimiento por la falta de uno o más nutrientes. En medio 

liquido se diseña el medio de cultivo para que haya una 

limitación del nutriente clave. 

En fermentación sólida la transferencia o el transporte 

de nutrientes presenta dificultades especiales, de modo que 

limitaciones parciales o totales pueden ser causadas por otros 

mecanismos como: falta de un gradiente de concentración 

adecuado, falta de agua libre, tamaño de particula del 

soporte, densidad de empaque, e incluso longitud del micelio 

(se rompe al mover el cultivo), afectando el metabolismo 

secundario. 
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7.-l!ATERIAL Y METODOS. 

7.l.-MICROORGANISMOS: 

Se utilizó Penicillium chrysogenum: Wisconsin ATCC 54-

1255. Esta cepa fue conservada en congelación a -20 °c y -

so0 c en glicerol al 20 %, y liofilizada. 

Para la realización de los bioensayos de penicilina se 

utilizó Bacillus subtillis ATCC 6633. 

7.2.-MEDlOS DE CULTIVO. 

MEDIO COMPLEJO DE PRODUCCION SOMERSON PARA FERMENTAClON 

SOLIDA. (Somerson et al; J.961) 

Lactosa 110 g/l 

Glucosa . 14 g/l 

CaC03 20 g/l 

I<HzP04 6 g/l 

1'19S04 14 g/l 

sólidos de maceración de ma1z 70 g/l 

Fenilacético al 7.4 mM 6.5 g/l 

Agua 1000.0 ml 

pf! 6.5 
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MEDIO DE ESPORULACION PARA B.subtillus. 

C8LRO ~UTBXTIVO. 

Pee tona so.o g/1 

Extracto de carne 3.0 g/l 

MnCl2 10-5 M 

pH 7.2 

Agua destilada 1000.0 ml. 

MEDIO COMPLEJO DE PRODUCCION SOMERSON PARA FERMENTACION 

LIQUIDA. (Samcrson et al;l.961) 

Lactosa 55 g/1 

CaC03 10 g/1 

Sólidos de maceración de ma1z 35 g/1 

MgS04. 7H20 g/1 

KH2P04 7 g/1 

Aceite de ma1z 2.5 g/1 

Fenilacético al 20% 12.5 g/l 

Agua 1000.0 ml 

pH 6.8 
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MEDIO POWER (PARA ESPORULACION DE Penic.Í:llium chrysogenum) 

Sacaros'a 15 g/l 

Lactosa 15 g/l 

NaN03 l g/l 

K2HP03 0.25 g/l 

CuS04. 7H20 0.0005 g/l 

FeCl3.6H20 0.0015 g/l 

KH2P04 O.OJ g/l 

MgS04. 7H20 0.275 g/l 

FeS04.7H20 0.005 g/l 

Bactopeptona 2.5 g/l 

Liquides de maceración de maiz 0.25 g/l 

NaCl 2.0 g/l 

Agar JO.O g/l 

Agua destilada 1000.0 ml. 

7.J.-MANEJO DE LA CEPA WISCONSI?l ATCC(54-1255). 

7.3.1.-REHIDRATACION DE LA CEPA LIOFILIZADA. 

Se abrió la ampoyeta, que contiene la cepa liofilizada, 

mediante calentamiento (choque térmico), y con ayuda de una 

lima estéril. 

Se le adicionó 1.0 ml de agua destilada estéril, agitando 

la suspensión tratando de resuspender el tapón. Se dejó 

reposar durante 30 minutos. 

Se inocularón en medio POWER, para p1·opagar su 

crecimiento, y por separado se siembran en agar nutritivo y 

caldo nutritivo para realizar la prueba de contaminaci6n. 



34 

,Una vez crecida la cepa en el medio POWER, se procedió a 

cosechar las esporas resuspendiendo en agua estéril con •rween 

so al o. 2%, con ayuda de una barra magnética. 

Se colocarón de 1.0 a 1.2 ml de suspensión de esporas en 

los eppendorf, con una concentración de 1 X 106 .Está 

suspensión contiene el 50 % de glicerol, que previamente es 

pr~parado al 40% • 

Una vez realizado éste paso se guardaron en congelaci6n a 

-2oºc y -ao 0 c. 

7.3.2.-ESPORULACION. 

Se procedió a descongelar un eppendorf, y se inoculó el 

matraz. Generalmente ~e utilizaron o.~ tnl de suspensión para 

cada 40 rnl de agar (medio Power), Se esparció la solución por 

toda la superticie del ugar y zc incubó a 2s0 c hasta que se 

desarrolló la esporulaci6n (aproY.iroadamente de 4-5 dias)para 

el caso de la cepa Wisconsin. 

7.3.3.-0BTENCION DE LA SUSPENSION DE ESPORAS. 

Las esporas se obtuvier6n de matraces con medio POWER 

incubados el tiempo necesario para obtener la esporas del 

microorganismo. Estas esporas se suspendier6n en agua estéril 

con Tween 80 al o.~% con ayuda de una barra magnética. Para 

los experimentos de fermentación sólida, se utilizó un tarnafto 

de inóculo de 2 X 106 esporas/ml de medio. 
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7.4.-CALCULOS PARA MONTAR UNA FERMENTACION SOLIDA. 

se cálculo la cantidad de nutrientes, sólidos y liquidas 

presentes en el medio de fermentación para obtener una húmedad 

final de 70 %. 

se sometió el bagazo a un pretratamiento, el cual 

consiste en mantenerlo a flujo de vapor en autoclave durante 

JO minutos y posteriormente esterilizarlo a 121ºc¡1s minutos. 

El bagazo contiene el 50 \ de toda el agua del sistema. 

El medio de cultivo se esterilizó a 121°C/15 minutos. se 

le ajustó el pH a 6.5 antes de esterilizarlo. 

Se mezcló el medio de cultivo con la suspensión de 

esporas y se le adicionó al bagazo. 

Una vez ~ezclado pcrf cctamcnte, se procedió a llenar las 

columnas de fermentación con la mezcla. 

Se mantuvo una aireación de 0.2 l/h/g de bagazo húmedo y 

una temperatura de 25 °c. 

El sistema de incubación se muestra en la Fig.1. 

Posteriormente los muestreos se realizarón a las 24, 30, 

48, 54, 72 y 96 horas; y a cada muestra se le determinó: pH, % 

de humedad, concentración de esporas, azúcares reductores por 

el método de DNS, biomasa por el método de Ninhidrina, y 

extracción de penicilina para realizar su cuantificación 

mediante bioensayo. 
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7.5.-ANALISIS DE MUESTRAS FERMENTADAS. 

7.5.1.-DETERMINACION DE pH 

Se midió el pH, pesando l.Og de.bagazo fermentado+ 9ml 

de agua destilada. 

Se agitó la mezcla durante 10 minutos. 

Se midió el pH con un potenciómetro. 

7. 5. 2. -DETERMINACIO!I · % DE HUMEDAD. 

Se determinó por gravimetr1a en 5 g de bagazo húmedo. 

7.5.J.-DETERMINACION DE CONCENTRACION DE ESPORAS. 

J6 

De las muestras obtenidas para la determinaci6m de pH se 

tom6 una pequena alicuota, y se determinó la concentración de 

esporas con una cámara de Newbauer. 

7.5.4. 
DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES POR EL HETODO DE DNS. 

(Acido Dinitrosalicilico) o método de Mi11er (1959) 

FUNDAMENTO. - En presencia de calor, el ác. J-5 

dlnitrosalisilico es reducido a ác.J,amino-5nitrosalis1lico 

por los azúcares reductores presentes, desarrollándose un 

color amarillo-café que se lee a 575nm. 
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METODO: 

A) Preparación del reactivo de 11 0NS 11 para azúcares reductores. 

Reactivos: 

Ac.J-5 dinitrosalic1lico (DNS) 

NaoH 

Tartrato de sodio y pota~io 

Fenal 

Metabisulf ito de sodio 

gramos!l. 

7.5 g/l 

14.0 g/l 

216.0 g/l 

5.6 g/l 

5,9 g/l 

SOLUCION ESTANDAR:lg de glucosa en 1000 ml de agua destilada. 

B) PREPARACION DE LA CURVA PATRON: 

TUBO SOL. ESTA!lDAR(ml) AGUA DESTILADA (ml) (mg azúcar/l] 

o o.o l. o o.o 

1 0.2 o.a 200.0 

2 0.4 0.6 400.0 

J 0.6 0.4 600.0 

4 o.a 0.2 aoo.o 

5 1.0 o.o 1000. o 

C) REACCION 

De las muestras obtenidas se determin6 el contenido de 

azúcares reductores por el método de DNS. 

Se adicion6 lml de reactivo de DNS a los tubos de las 

muestras y de la curva estándar. 

Se calent6 a baño de ebullici6n durante 5 minutos. 

Se enfrió en baño de hielo. 
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Se adicionaron a ml de agua destilada a cada tubo. 

Se ~git6 en Verte~. 

Se leyó a 575 nm, en el espectrofotómetro. 

Se interpolaron las lecturas en la curva patr6n para 

encontrar las concentraciones de micelio seco/g de bagazo 

fermentado. 

7.5.5. 
DETERMINACION DE BIOMASA (AMINOACIDOS) POR EL METODO DE 
NINHIDRINA. 

FUNDAMENTO: Está basado en la reacción de un grupo alfa-amino 

con dos moléculas de ninhidrina, un agente oxidante fuerte que 

efectúa la descarboxilaci6n oxidativa de los aminoá.cidos. El 

amononiaco y la hidrantina asi formados, reaccionan con una 

segunda molécula de ninhidrina, dando la formación de un 

compuesto coloreado, que puede ser cuantificado. 

METODO: 

a) REACTIVOS. 

A) Preparación de Buffer de Citratos: 0.2 M a pH=5. 

a)2.101g de ~e citrico en 50 ml de agua destilada. 

b)2.94lg de citrato de sodio en 50 ml de agua destilada. 

Medir 20.5 ml de (a) y 29.5 ml de (b). Aforar a 100 mls. 

se ajust6 el pH a 5 con Na OH al 10 

B) Se pesó O.Bg de snc12 y se adicionaron 500 ml de buffer de 

citratos. (soluci6n A). 

C) Se disolvieron en 500 ml de metilselosolve (etilenglicol 

monometil eter) en lOg de ninhidrina (manteniendo en la 

oscuridad). 
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D) Se mezcló B y e en una relación l:l al mOmento de 

utilizarse. 

E) Se preparó n-propanol al 50 % . 

b) CURVA PATRON. 

bagazo seco micelio seco 
(pretratado y con micelio) (de cultivo liquido) 
~~~~~<g>~~~~~~~~~~~~~~~<g>~~~~~ 

1) 
2) 
3) 
4) 
5) 
6) 

o.o 
0.4 
o.a 
0.12 
0.16 
0.2 

c) HIDROLISIS. 

0.2 
0.16 
0.12 
o.a 
0.4 
0.1 

1) se colocaron o. 2 g de muestra seca y molida dentro de una 

ampolleta. 

2.) Se agregaron 6 ml de HCl 7N y se selló la ampolleta con 

soplete (flama azul y naranjado en la punta, poner poco gas y 

regular el aire) . 

3) Se calentó a 121 ºe (auto clave) durante 15 minutos. 

4) se procedió a abrir la ampolleta, pasando ~l contenido a un 

vaso de precipitado y poniendo una barra magnética. 

5) Se neutralizó con NaOH al 40% usando el potenciómetro (de 2 

a 4 ml, según el tiempo de fermentación). 

6) Dejar reposar toda la noche (aproximadamente 20 h). 
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d) REACCION. 

7) Se tomó 0.1 ml de muestra agregando 1.9 ml de agua 

destilada (dilución 1:20) 

8) Se tomó o.5 ml de la dilución (0.002 moles de a.a.) y se 

agregó 2 ml del reactivo D 

9) Se tomaron o.5 ml de agua destilada, y se agregaron 2 ml de 

reactivo D (blanco de reactivos) 

10) Se agitó y calentó en baño de agua en ebullición durante 

20 minutos. 

11) Se adicionaron 5 ml de la solución E (rápidamente). 

12) Se mezcló y se dejó reposar 15 minutos. 

lJ) Leer a 570 nm contra blanco de reactivos. 

14) Interpolar la lectura en la curva patrón para encontrar 

las concentraciones de micelio seco/g de bagazo fermentado. 

15) Multiplicar la concentración por 20 (dilución del 

hidrolizado) y por el factor de dilución por reactivos (13 ml. 

de reactivos más el volúmen gastado en la neutralización). 

7.5.6.-EXTRACCION DE PENICILINA. 

BUFFER DE FOSFATOS 

6. 4056 g/l. 

o. 2523 g/l 

Ajustar a pH 6.0 

1.- A o.5g'de bagazo húmedo se le agregaron Jml de buffer de 

fosfatos o. 01 M, pH=6 (frlo). 

2.- Se ajustó el pH entre 5 y 5.5 con HCl diluido y medir la 

cantidad de ácido agregado para los cálculos de producción. 



3.- At)itar en Vortex dUra~~e l minuto. 

4.- Centrifugar 20 minutos a 1700 rpm (S?Og). 

5- Decantar en jeringas de ·sml con microfiltro Upchurch. se. 

Inc. 0.45 micras. Filtrar. 

CUANTIFICACION DE PENICILINA. 

PREPARACION DEL Bacillus subtillis. 
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se sembró B. subtillus en agar txi.cteriológico durante 24 

horas a 270 rpm a una temperatura de 30 °c. 

Se para su reproducción, y a 5 ml de ese medio se 

centrifuga a 5000 rpm, el cual se utiliza como blanco. 

A otros 5 ml se le utiliza como muestra. 

Leer a una absorbancia de 340 nm en el espectrofotómetro. 

Es necesario emplear 0.2 ml de suspensión de esporas del 

B.subtillus., que presenten una absorbancia=l.O por cada 100 

ml de medio TSA (1.0%) 

PLACAS PARA EL BIOENSAYO: Hacer medio TSA al 1 % (triptose soy 

broth + 1 % agar) y esterilizarlo. cuando la temperat'ura del 

medio sea alrededor de 40°c, agregar la cantidad necesaria de 

una suspensión de esporas del microoganismo sensible (Bacillus 

subtillis.), realizando los cálculos necesarios. Mezclar bien 

y llenar las cajas estériles, que miden 25 cm X 25 cm, con 350 

mls cada uno del medio inoculado. 
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cuando el medio solidifica, se le hicieron pozos (unos 

36) con un sacabocado de s mm de diámetro, bajo condiciones 

estériles. 

SOLUCIONES PARA LA CURVA PATRON. 

Se pesaron 10. mg de penicilina G y se disolvieron en 10 

rnl de agua estéril. (Solución A=lO mg/rnl, lo cual es igual a 1 

µg/ml) 

A partir de estás soluciones se hicieron 10 ml de cada 

uno de los siguiente. (Usar tubos estériles). 

concentración 
0.1 
0.2 
o.5 
l. o 
2.0 
5.0 
10.0 

(µg/ml) 

LLENADO DE POZOS: 

VolClmen(ml) de 
0.1 
0.2 
0.5 
l. o 
2.0 
5.0 

10.0 

solución: 
B 
B 
B 
B 
B 
B 
B 

H20(ml). 
9.9 
9.8 
9.5 
9.0 
B.O 
5.0 
o.o 

Identificar los pozos con la concentraci6n que van a 

llevar y llenar cada uno con 60 µ l de solución patrón ó 

muestra de fermentación filtrada. 

Incubar 24 hrs, a 300C. 

CUANTIFICACION: 

Medir los halos de inhibición formados. 

Hacer una curva patrón: el diámetro de los halos en el 

eje de las (x) contra el logaritmo de la concentración en el 

,eje de las (y), en papel milimétrico. 
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7.6.-0TROS METOOOS. 

7.6.1.-0btención de diferentes tamaños de particula. 

Para la determinación de tamaño de partícula se muele el 

bagazo de caña de azúcar y se tamiza, pasándolo a travéz de 

las mallas No. 10, JO, y 50. 

Tamaño de particula grande (>10),, es el bagazo que se 

retiene en la malla 10. 

Tamaño de part1cula mediana (10-30)., es el bagazo que 

pasa a travéz de la malla 10 y que se retiene en la malla 30. 

Tamaño de particula chica {30-50)., es el bagazo que pasa 

a travéz de la malla 30 y que se retiene en la malla so. 

Una vez obtenido el bagazo tamizado, se procedió a montar 

las fermentaciones como se menciona en el punto 7.4. 

7.6.l.l.-Baqacillo lavado (eliminación de azúcares). 

Se tamizó el bagazo de caña con los tres tamaños de 

partlcula antes mencionados. 

Se eliminaron los azücares del bagazo mediante lavados 

como sigue: 

Se colocó 1 gramo de bagazo por cada 40 ml de agua. El 

lavado se realizó con agitación utilizando un rotor, 

manteniendo la temperatura a ao0 c durante 15 minutos. 

Se filtró el agua contenida, y se le realizaron otros 

tres lavados (4 lavados en total). 

Se colocó el bagazo, ex.tendiéndolo en una charola y se 

puso a peso seco antes de utilizarse para la fermentación. 

Una vez obtenido el bagazo lavado y seco, se procedió a 

montar las fermentaciones como se mencionaron en el punto 7.4. 
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7.6.2.-DENSIDAD DE EMPAQUE. 

Para la determinación de densidad de empaque se utilizó 

bagazo de caña (30-50), utilizando el que pasa a través de la 

malla 30 y se retiene en la mall~ 50. 

Se manejaron tres diferentes densidades de empaque, las 

cuales fueron las siguientes 

a) Densidad 

b) Densidad 

e) Densidad 

(D1)= 0.27 g/ml. 

(D2)= 0.31 g/ml. 

(D3)= 0.35 g/ml. 

Se midió la altura de la columna (15 cms) y el diámetro 

(2. 0456 cms) 1 para calcular E!l volúmen la columna de 

fermentaci6n, mediante la siguiente fórmula: v=(1r) ( r ~(h). 

Se realizaron los cálcUlas para cada densidad de empaque. 

Una vez obtenidos los cálculos, se procedió a montar las 

fermentaciones como se mencion6 en el punto 7.4. 

?.6.3.-MEZCLADO. 

se realizaron los mezclados como sigue: 

se desempacó cada columna en un vaso de precipitado 

estéril, se Qezcló el contenido, homogenizándolo, con ayuda de 

una espátula durante 2 minutos y se volvió a empacar la 

columna bajo condiciones estériles cada 24 horas. 

Las columnas se colocaron nuevamente en el sistema de 

fermentación. 
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7.6.J.1.-MEZCLADO Y ADICIONES. 

Se procedió a realizar el mismo proceso como en el efecto 

al mezclado, pero para está determinación, previamente se 

cálculo la pérdida de humedad para cada tie::ipo de muestreo, 

basándose en el experimento anterior. 

Se pes6 el vaso de precipitado (se taró) se desempacó la 

columna, se realizó el mezclado, desmenuzando el bagazo y 

revolviendo bien. Se pesó el contenido de la columna y sacando 

el % de humedad perdida en el experimento con mezclado, se 

repuso el agua con un roceador de agua previamente 

esterilizado. 

se procedió a empacar el contenido de la colwnna 

colocándolo nuevamente en el sistema de fermentación. 
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8,-RESULTJIDOS. 

8.1. DETERMINACION DE BIOMASA. 

Para determinar el crecimiento del hongo en (FS), se 

montaron y evaluaron los siguientes métodos. 

a) Determinaci6n de DNA por el método de Dische, 

La técnica funcionó bien para actinomicetos cultivados en 

medio 11quido. Para micelio de hongo cultivado en 11quido, fue 

necesario aumentar la concentración de ácido sulfúrico en la 

etapa de hidrólisis, para obtener una buena cuantificación. Al 

utilizar este método para fermentación sólida (bagazo con 

micelio), se encontró una fuerte interferencia, mostrando gran 

.incongruencia en los resultados, por lo que se decidió 

eliminar este método como técnica para la evaluación de 

crecimiento (biomasa} en medio sólido. 

b) Determinación de biomasa por poso seco. 

Esta técnica funcionó bien, pero se encontró que al 

realizar varias determinaciones de una misma muestra, hay gran 

dispersión entre estas, por lo que también se decidió eliminar 

este método. 

c) naterminaci6n de Amino&cidos por el método de Ninhidrina. 

Con este método se obtuvo sólo una pequeña coloració~ del 

bagazo, por lo que se consideró adecuado para determinar 

biomasa en fermentación sólida (FS) . Para eliminar la 

interferencia de la coloración que da el bagazo, se le realizó 

lavados al bagacillo antes de poner la muestra a peso seco. 
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Para la realización de la curva estándar se utilizó 

micelio seco de P.chrysogenum obtenido por fermentación 

liquida, mezclándola a diferentes concentraciones, se siguió 

la técnica de ninhidrina, variando unicamente el momento de la 

dilución, es decir, después y antes de la reacción colorida. 

Los resultados de la dilución después de la reacción 

colorida mostraron incongruencias en las lecturas de 

absorbancia 1 mientras que los resultados de la dilución antes 

de la reacción fueron satisfactorios por lo que se decidió que 

es importante di luir la muestra después de la hidrólisis 

(antes de la reacción colorida). Los resultados obtenidos 

mostraron un au~ento en la absorbancia de acuerdo a la 

concentración micelial, como se muestra en la (Fig.l). Bajo 

estas condiciones, los resultados obtenidos nos indican que la 

técnica resulta ser buena para la determinación de aminoácidos 

(biomasa) en fcrr.,entación solida, por lo que se decidió montar 

esta técnica para la evaluación de biomasa. 
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Q25 

Fiq.1. curva estandAr da Ninhidr na con m eolio do P. 
c.hrysogonum y bagdzo seco lavado. Dilución 1:20. 

s.2. EFECTO DEL TAMAfiO DE PARTICULA SOBRE r,;. FERMENTACION 

SOLIDA DE PENICILINA. 

Para la determinación de tamaño dé particula, se 

realizaron simultáneamente tres fermentaciones con diferentes 

tamaños de part1cula, las cuales fueron los siguientes: 

a)tamafio de partícula grande (malla >10), en la cual se 

retienen part1culas de bagazo de 14 X 1.7 mm. 

b) tamaño de part1cula mediana (malla 10-JO), en la cual se 

retienen part1culas de bagazo de 5.9 X 0.85 mm. 

e) tamaño de particula chica (malla 30-50), en la cual se 

retienen particulas de bagazo de 3.2 X 0.4 mm. 
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Se obtuvieron cinéticas de producción de penicilina 

parecidas excepto, que en el cultivo con tamaño de particula 

grande, la producción de penicilina continúa por horas más, 

alcanzando 1,680 µg/g de medio sólido, es decir 

aproximadamente 37 % más que en los otros dos cultivos 

(Fig.2). se observó un crecimiento más homogéneo en las 

columnas de malla grande. 

'A ... 
:! '·' 
~ '·' 
i-
d º·' o.a 

0.7 

! º·' 
~ O.• 
8 0.3 

TIO"f'O(h.) 

Fig. 2. Efecto del tamaño de part cula 
penicilina en F.B. por P.hrysogenum 
diferentes tamaños de partícula: 14 mm 
3.2 mm (+). 

sobre la produce on de 
(Wis. 54-1255), usando 
(-•-)., s.9 mm(-+-), y 

El pH y las cinéticas de crecimiento fueron similares en 

todos los casos, as1 también como la concentración de biomasa 

final. Una importante diferencia fué observada en la cinética 

de concentración de azúcares reductores (Fig. 3), la cual 

mostró mayor concentración inicial en la fermentación con 

tamaño de particula grande. 
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'F q.3. Efecto del tamaño de part1cula sobre el. consumo de 
azúcares en la :v.s. de penicilina por P.chrysogenum (Wis. 54-
1255), usando diferentes tamaños de partícula: 14 mm (-•-), 
5.9 mm <-+-¡, y 3.2 mm (+). 

El experimento fue repetido, usando bagazo lavado para 

eliminar los azocares residuales en el material que pueden 

interferir. En este caso las cinéticas de concentración de 

azt1cares reductores (Fig .. 5) y de producción de penicilina 

obtenidas en los diferentes tamaños de part1cula fueron muy 

parecidas como se puede observar en la (Fig.4) alcanzando 500 

µg/g de medio seco. 
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F g. 4. Efecto del tamziño de particula sobre la produce on de 
penicilina en P.a. por P. chrysogenum (Wis.54-1255), con 
baqacillo lavado, usando diferentes tamaños de particula: 1• 
mm.(-•-), 5.9 mm e-+-) y 3.2 mm(+). 

:;o , .. 
410 

i ""' 

"' 

"' 70 

Tlrtt'O {l·tL) 

Fig. 5. Efecto del tamaño de particula sobre la. e netica de 
consumo de azúcares durante la F.S. de penicilina por P. 
chrysogenum (Wis. 54-1255), con bagaoillo lavado,usando 
diferentes tamaños de partícula: 14 mm (-•-), 5.9 mm (-+-) y 
3.2 ll1lll (+). 
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Estos resultados se pueden apreciar mejor en la Tabla 1 

donde se observa, que la producción de penicilina cambia, 

debido a la eliminación de los azúcares, en el segundo 

experimento. Como se observa la producción de penicilina en 

los tres tamaños de part1cula son similares 

La Tabla 1, muestra la mayor producción de penicilina 

para cada tamaño de particula en su tiempo máximo de 

producci6n, medidos por cuantificación en bioensayo. 

TABLA No. l Producción de penicilina en medio solido 
con diferentes tamaños de partícula. 

TAMAÑO DE TIEMPO DE PRODUCCION PRODUCCION MAXIMA 
PARTICULA MAXIMA (h). [µg/gbs] 

GRANDE 54 1617.308 

MEDIANA 48 1208.258 

CHICA 48 1189. 256 

TAMAÑO DE PARTICULA CON BAGAZO LAVADO 

GRANDE 48 456.465 

MEDIANA 48 505. 126 

CHICA 48 482.432 

8. 3 EFECTO DE LA DENSIDAD DE EMPAQUE. 

Se realizaron tres fermentaciones simultáneas con 

diferentes densidades de empaque, las cuales fueron las 

siguientes: 

a) Densidad 1 (Dl) 

b)Densidad 

e) Densidad 

(D2) 

(DJ) 

0.23 g/ml. 

o. 31 g/ml. 

o. 35 g/ml. 
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La producción de penicilina fué más alta en un 20% en la 

fermentación de mayor densidad de empaque (O. JS g/ml) con un 

periodo de producción entre las 54 y 72 horas. 

La concentración de penicilina en la fermentación con 02 

(0.31 g/ml) se incrementó ligeramente en este perlado, 

mientras que el cultivo con 01 (0.27 g/ml) la concentración de 

penicilina decreció (Fig.6). Sin embargo un importante efecto 

fue observado en la cinéticas de esporulación, se encontró una 

mayor inhibición a la conidiación en las densidades de empaque 

más com actados como se muestra en la Fi .6 

2000~----------~-~2000 
ug/g esv..:rcs/n 

.. , 

~ 1500 

¡ 1000 

A 500 

1500 1 
1000 

500 

o 20 100 120 

F g.6 Efecto de dens dad de empaque (-) sobre la con d ac n 
(--) y sobre la produocion de penicilina en P.a. por P. 
chrysogenum. Las densidades usa.das fuer6n: 0.23 g/ml (-•-), 
0.31 g/ml (+)y 0.35 g/ml (*). 
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No se observaran diferencias significativas en las 

cinéticas de contenido de humedad, azúcares reductores o de 

pH, se mantienen casi por igual en los tres cultivos. 

La Tabla 2, muestra los tiempos de producción máxima, en 

las diferentes densidades de empaque, cuantificadas por 

bioensayo. 

TABLA No. 2 Producción do penicilina en medio solido 
a diferentes densidades de empaque. 

DENSIDAD DE TIEMPO DE PRODUCCION PRODUCCION MAXIMA 
EMPAQUE MAXIMA (h) (¡¡g/gbs] 

·DENSIDAD l 96 1058.794 
o.23 g/ml 

DENSIDAD 2 96 1290.902 
0.31 g/ml 

DENSIDAD 3 72 1742.882 
o.35 g/ml 

8. 4 MEZCLADO 

Para la determinación del efecto del mezclado, se comparó 

una fermentación estática contra un cultivo en donde las 

columnas son desempacadas en un vaso estéril y perfectamente 

mezcladas cada 24 horas. El resultado {Figura 7) muestra un 

30% de producción menor en el cultivo con mezclado. 
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TIEtf'O(liOIG1} 

F g.7. Efecto del mezclado sobre la produccion de penic 1 na 
por P.chrysogenum (Wis 54-1255) en P.s. Cultivo estático(•); 

cultivo mezclado cada 24 b.(+). 

Sin embargo se observ6 en las cinéticas que, el contenido 

de humedad fue diferente. Inicialmente iguales, pero a medida 

que pasa el tiempo, el cultivo con mezclado pierde humedad, 

haciéndose relativamente más seco.(Fig.B). 
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TIDfO{ln.1 

F q. e. Efecto del mezclado sobre el % de humedad en F. S. con 
P.chrysogenum (Wis 54-1255). CU1tivo estático (•); cultivo 
mezclado cada 24 b (+). 

En las cinéticas de pH, el comportamiento es muy parecido 

hasta 54 horas, pero a las 72 horas el pH del cultivo mezclado 

tiende a ser más elevado que el cultivo estático (Fig. 9) . 

Esté cambio se puede deber a que no hay esporulací6n 

desarrollada (Fig.10) como en las columnas estáticas y que al 

romper el micelio se g~nera un pH más básico. 



57 

.. 
TIEH'O [1-n.J 

F q.9. Efecto del mezclado sobre el pB en F.s. con 
P.chrysogenum (Wis. 54-1255). cultivo estático (•); cultivo 
mezclado cada 24 h (+). 

Fig. 10. Efecto del mezclado sobre la esporulac n en P.S. con 
P.chrysogenum (l!is. 54-1255). cultivo estático (•); cultivo 
mezclado cada 24 h. (+). 
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Se realizó un nuevo experimento donde la pérdida de agua 

fué restituida para cada punto (basándose en el experimento 

anterior) 1 agregando el agua en forma de aereosol (agua 

rociada) en el medio sólido desempacado. En este caso las 

cinéticas de producción, fueron muy similares (ligeramente más 

alto en el cultivo con mezclado (Fig.11), la producción se 

inició a las 48 horas, alcanzando una mayor producción a las 

96 horas en los dos cultivos y las diferencias en el contenido 

de humedad se hicieron pequefias • 

... 
·~ 

! 
!- '·' u ... º" 
~ 

M 

... 
C.l 

F 9.11. Efecto de1 mezclado con ad e ones sobre la produce on 
do penicilina por P. chrysogenum en F.S, cultivo estático (•); 

cultivo mezclado cada 24 b (+). 

No se observaron diferencias significativas en las 

cinéticas de pH, azücares reductores y de crecimiento, 

manteniendose casi por igual en los dos cultivos. 

La Tabla J resume los resultados de ambos experimentos, 

observandóse que al restituir la humedad pérdida, la 

producción de penicilina, se incrementa levemente. 



Tl\BL~ No. 3 Producai6n da penicilina en medio s6lido 
con y sin mezclado 

EXPERIMENTO TIEMPO DE PRODUCCION PRODUCCION MAXIMA 
l. MAXIMA (h) [µg/gbs) 

CON MEZCLADO 72 1005.595 

SIN MEZCLADO 72 1482. 9 

EXPERIMENTO 2 CON ADICIONES DE AGUA 

CON MEZCLADO 96 1430.825 

SIN MEZCLADO 96 1249 .123 
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9.- DISCCSION. 

DeterminAci6n do Aminoácidos por el aétodo de ninhidrina. 

con este método se obtiene sólo una pequeña interferencia 

del bagazo, por lo que se considc.ró adecuado para determinar 

biomasa en la fermentación sólida, ya que nos permitió 

idéntificar los aminoácidos totales en las muestras y de esta 

forma cuantificar la biomaca. 

Para poder establecer la metodologia fue necesario 

eliminar la interfercnc:.a que produce el bagazo y el medio de 

cultivo, por lo que se eligió el tipo de lavado, asi como el 

volúmen de agua que deberla aplicarse a las muestras de 

fermentación, siendo está de 50 ml/g de bagazo seco fermentado 

realizando el lavado por filtra?:ión, antes de la reacción 

colorida. 

Las desventajas de este método con las variaciones 

realizadas son que se lleva aproximadamente dias en su 

realización, hay que tener mucho cuidado en cuanto a la 

manipulación del sellado de las ampolletas y manejo de 

reactivos como lo es el ácido cloridrico {HCl) (altamente 

peligroso) y la ninhidrina (se descompone con la luz)., pero 

comparándolo en cuanto a resultados con las demás técnicas, 

este método se consideró como el más adecuado para determinar 

biomasa en la ferl!lentación s6lida con bagazo. 



61 

BPECTO DEL TAllAÑO DE PARTICULA SOBRE LA PBRMBNTACION SOLIDA DE 

PENICILINA. 

Se considera que, en la fermentaci6n sólida, un tamafio de 

partícula pequeño suministra mayor área de contacto con el 

hongo por unidad de volúmen empacado, as1 como con el gas del 

medio ambiente (Mudget, 1986). Esto es particularmente 

importante en la (FS) con soporte inerte impregnado, donde los 

nutrientes se difunden de.l centro a la superficie de las 

partículas. En este trabajo se .realizó una comparación entre 

diferentes tamaños de partícula, se probó un tamafio de 

particula grande (malla >10), mediano (malla 10-30) y chico 

(malla 30-50) , que es la usada normalmente. 

Los resultados en este experimento demostraron un 

incremento en la producción de penicilina en el tamaño de 

part1cula grande, alcanzando 1, 680 µg/g de medio sólido, es 

decir apróxirnadamente 37 % más que en los otros dos culti.vos, 

seguido de la obtenida en el tamano mediano (1,450 µg/g) y la 

menor producción fue obtenida con el tamaño de part1cula 

pequeño (1189.256 µg/g). 

Estos resultados son interesantes desde el punto de vista 

básico, pues sugieren que una part1cula grande permite que la 

velocidad de difusión de los nutrientes (dentro de la 

part1cula) dosifique el aporte para mantener una mejor 

idiofase (Mudget, 1986) • Desde un punto de vista aplicado es 

buena noticia pues indica que se pueden sirnplif icar las 

operaciones de un proceso de producción de penicilinaª 
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Otros autores (Oriol et al., 19BBa}, han encontrado algo 

similar en las cinéticas de crecimiento de A.niger en el 

sistema de (FS) . Los autores utilizaron un tamaño de part1cula 

mayor que la malla 10 y menor que malla 150, aproximadamente 

2. 5 a o .1 mm y encontraron que un incremento en el tamaño de 

part1cula produce un incremento en la fase de desaceleración y 

concluyeron que el efecto depresivo podría deberse a las 

limitaciones causadas por la difusión de nutrientes 

intraparticular. Observaron microsc6picamente que el 

crecimiento del hongo se desarrollaba solo sobre la superficie 

del soporte. Esté efecto podr1a favorecer la producción de 

metabolitos secundarios. 

Khumar and Lonsane., (1987) reportan un importante 

incremento en la producción de ácido giberilico al utilizar el 

tamaño de pi3.rt1cula grande (3-4 mm) en un sistema de (FS) 

utilizando salvado de trigo, y concluyeron que la producción 

as1 como la degradación del ácido gibérilico es rápido, 

probablemente debido a la disponibilidad de una gran fracción 

vacía, ya que se encuentra menos compactado, hay mayor 

transferencia de oxigeno y eliminación de co2 y otros 

productos vol&tiles. 

En el presente trabajo, la mayor producción de penicilina 

(1680 µg/g vs 1450 µg/g) fue obtenida en el cultivo con tamaño 

de part1cula grande. 'Aparentemente el tamaño de partícula 

influye en la producción de penicilina, pero se encontró que 

en las cinéticas de azúcares reductores hab1a una mayor 

concentración inicial en el tamafio de particula grande, por lo 
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que se procedió a realizar un nuevo experimento en donde los 

azúcares residuales del bagazo fueron eliminados, mediante 

lavados, antes de montar una nueva fermentación. En este caso 

las cinéticas de azúcares reductores y de producción de 

penicilina se mostraron muy parecidas en los tres tamaños de 

partlcula, alcanzando una máxima producción de 500 µg/g en 

medio seco. Los estudios realizados, utilizando bagacillo 

lavado mostraron que no hay variación en la produCción, por lo 

tanto la mayor producción obtenida fue debido al alto 

contenido de azúcares en la fracción de bagacillo y no al 

tamaño de partlcula. 

EFECTO DE LA DENSIDl\D DE EMPAQUE SOBRE LA FERMENTACION SOLIDA 

DE PENICILINA. 

La densidad de empaque es otro parámetro importante para 

los estudios en (FS) Poonam Nigam., (i990) reportó que cuando 

el substrato y las particulas se encuentran muy compactados, 

en el medio se reduce el espacio intrapart!cular P?'ra el 

crecimiento micelial, y de este modo causa un obstáculo 

estérico dificultando la transferencia de oxigeno en un 

sistema de fermentación sólida, usando bagazo de caña. 

otros autores (Zadrazil and Brunnert., 1981) también 

proponen condiciones estéricas desfavorables para el 

crecimiento del hongo como una utilización inadecuada del 

espacio vac1o entre las particulas, con una densidad de 

empaque compactada. 
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De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, 

se encontr6 que la producci6n de penicilina se incrementó (en 

un 20%) en el cultivo con mayor densidad de empaque (O. 35 

q/ml) en (FS), seguido por la obtenida en la densidad 2 (0.31 

q/ml), mientras que la menor producción fué obtenida con la 

densidad l (0.23 q/ml). Lo cual es contrario a lo reportado en 

la bibliograf 1a, aunque hay que recordar que en nuestro caso, 

se trata de un metabolito secundario. Por otro lado, la 

esporulación en las diferentes densidades de empaque muestran 

mayor inhibición a la conidiaci6n en la densidad de empaque 

mayor. La razón de esto no es clara, pero es probable que esté 

relacionado con la reducción del espacio vacio entre las 

partículas y la concomitante reducción del área de intercambio 

con la atmósfera circundante (Mudget, 1986). La limitación del 

espacio para la formación de conidioforos, puede ser la razón 

para la inhibición de la esporulaci6n observada en la densidad 

de empaque más compactado (03), y es posible que esto 

favorezca la producción de penicilina. 

EFECTO DEL MEZCLADO SOBRE LA FERHENTACION SOLIDA DE 

PE!IICILINll. 

El mezclado evita la heterogeneidad en la composición del 

medio sólido y en la edad rnicelial, ya que el mezclado rompe 

los micelios largos generando micelios cortos en estados 

fisiológicos parecidos. El mezclado es una condici6n critica 

en el suministro de oxigeno adecuado, para mantener 

condiciones aeróbicas y tener en ventilación el exceso de 
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dióxido de carbono producido durante la fermentación. El 

nlezc;;lado PUede ser usado en investigación y en el desarrollo 

de procesos en donde el agua, nutrientes o agentes para 

control de pH pueden ser adicionados al cultivo, también puede 

ser usado- para mejorar el intercambio de gases con el medio 

ambienté y para eliminar el calor metabólico; controlando asi 

la temperatura. Por otro lado ha sido reportado que algunos 

hongos no toleran el mezclado en (FS) (Mudget, 1986). 

Uno de los más importantes usos del mezclado es 

utilizarlo corno una forma de disipar el calor metabólico, para 

evitar que se eleve la tempei.-atura del medio a niveles que 

inhiban el crecimiento del micelio, además homogeniza el medio 

de cultivo durante la fermentación, disminuyendo los 

gradientes de r.iasa y la temperatura intrapart1cular (Huerta, 

et al., 1986). 

En el presente trabajo, los resultados demostraron que el 

mezclado realizado cada 24 horas causó un efecto negativo 

sobre la producción de penicilina (33.8 % más bajo) por 

P.chrysogenum en {FS). Sin embargo se observó que en las 

cinéticas de humedad el contenido fué diferente, inicialmente 

iguales, pero a mcdldiJ. que pasu el tiempo, el cultivo con 

mezclado fue perdiendo humedad, haciéndose relativamente más 

seco. As! mismo se observó un cambio de pH en la cinética con 

mezclado, esté cambio pudo ser causado por la ruptura del 

micelio, generando un pH más básico ya que la csporulación 

presentada fue menor en el cultivo con mezclado en comparación 

con el cultivo estático. La evaporación del agua del medio de 
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cultivo durante el proceso de desempacamiento, parece tener un 

efecto importante, por lo que para comprobarlo, se procedió a 

realizar un nuevo experimento, en donde la pérdida de humedad 

fue restituida para cada punto, basándose sobre el experimento 

previo. En este caso se obtuvieron cinéticas de producción muy 

similares (ligeramente alto en el cultivo con mezclado) y la 

diferencia en el contenido de humedad fueron insignificantes, 

de igual forma el pH. Es importante observar que aparentemente 

no existe un efecto. inhibitorio del mezclado sobre el 

crecimiento del hongo. 

Jiuerta, et al., (1986) estudiaron las cinéticas de A. 

niger en (FS}, Uf:>ando corno sustrato harina de yuca {Manihot 

esculenta) pretratada térmicamente, y observaron que no existe 

un efecto inhibitorio de la agitación sobre el crecimiento, 

encontraron que la evaporación del agua del medio de cultivo 

parece ser el paso limitante, durante el proceso, compararon 

la productividad obtenida en el fermentador en agitación, y 

con columnas estáticas empacadas con el mismo sustrato, y 

observaron un decremento del 30 t. 

Jermini and Demain (1989) estudiaron las cinéticas de 

producción de cefalosporina por Streptomyces clavuligerus en 

fermentación sólida utilizando salvado de trigo. Mantuvieron 

la incubación de un cultivo estático, el cual fue comparado 

con un experimento de 10 dlas manteniéndolo en agitación, y 

encontraron que la producción en el cultivo estático fue 

superior, obteniendo concentraciones de 950 µ.g/g de sustrato 

contra 300 µg/g sustrato. 
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El mezclado ha sido particularmente útil en la producci6n 

de aflat6xinas, ochratoxinas y metab6litos · secundarios 

(Hesseltine, c.w. 1977), esté autor menciona;. que el mezclado 

en (FS) reduce la masa micelial formada por l~ adherencia del 

microorganismo y el sustrato. 

Oriol, et al., ( l9BBb), estudiaron la actividad del agua 

en fermentaci6n s6lida de A.niger sobre almid6n de cassava, 

estimaron el agua total formada, el agua consumida y el agua 

residual de remoci6n en pequeflas cantidades después de 23 h. 

Realizaron un c:Hculo te6rico basado sobre la ecuaci6n de 

Ross, en la que mostraron que la actividad del agua (aw) del 

sustrato, decrece n o.es aw con respecto a la fase final del 

cultivo asumiendo ser un factor inhibitorio del crecimiento. 

Ellos concluyen que la limitaci6n del crecimiento se debe a la 

disponibilidad del agua. Pitt and Hocking (1977) reportaron 

una reducción drástica (10 veces) en el crecimiento de A. 

flavus cuando decrece el aw en un medio de agar plata. 

En el presente trabajo se demostró, as1 mismo que el 

efecto negativo de la producci6n de penicilina es debido a la 

pf!rdida de humedad durante la operaci6n del mezclado 

(desempacado de la columna, mezclado y empacado), ya que 

cuando esta agua fué restituida durante el mezclado no se 

observaron diferencias significativas. 
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10.- CONCLUSIONES. 

EFECTO DEL TA1111ÑO DE PARTICULA. 

La mayor producción obtenida en el tamal\o de part1cula 

grande (14 X l. 7 mm) fue debido al alto contenido de los 

azücares en la fracción de bagacillo y no al tamal\o de 

part1cula. 

EFECTO DE LA DENSIDAD DE EMPAQUE. 

El cultivo con mayor densidad de empaque (O, 35 g/ml) 

produce un 20 % más de penicilina con respecto a la de menor 

densidad de empaque (0.23 g/ml). 

La densidad de empaque muestrá un efecto inhibitorio 

sobre la conidiación. 

EFECTO DEL MEZCLADO. 

La humedad disminuye con el mezclado, debido al 

desempacado, mezclado y empacado de la columna. 

El mezclado no tiene un efecto negativo sobre la 

producción si la humedad perdida durante la operación es 

restituida. 

El mezclado favorece la transferencia de calor, siendo la 

acumulación de calor metabólico un grave problema para los 

sistemas estáticos, favorece también la transferencia de 

ox1geno a la matriz formada por el microorganismo y el 
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sustrato, ya que al removerse expone una mayor superficie de 

disminuyendo los requer imentos de difusión 

~~trap~rtic~lar. 

CONCLUSION GENERAL. 

La fracción de bagacillo de caña empleada como soporte, 

la densidad de empaque y el mezclado son factores que alteran 

el desarrollo del hongo y la producción de penicilina en 

fermentación sólida. 
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