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"En occidente, la fermentación sumergida con cultivos puros, casi se ha convertido en 
una fijación, la cual creo. es en parte responsable de.l estancamiento o al menos de la 

desaceleración del crecimiento de la industria de f"ennentaciones". 
Hesseltine (1972) 



RESUMEN 

Esta tesis, junto con otros reportes recientes, demuestra que es posible producir 
metabolitos secundarios útiles por fermentación sólida (FS). En este trabajo se estudió el 
efecto de factores ambientales, nutricionales y genéticos sobre la producción de 
penicilina en FS en soporte. Esto con el fin de entender mejor el funcionamiento de la 
idiofase y de esta manera poder evaluar mejor el potencial del sistema para la 
producción de metabolitos secundarios. 

Se desarrolló un sistema de FS en soporte (medio líquido absorbido en bagacillo de 
caña), el cual no sólo resulta conveniente para realizar estudios básicos, sino que permite 
obtener una alta producción. 

Otros autores han demostrado que la humedad inicial no afecta de manera importante 
el crecimiento en FS, y que es la actividad de agua (Aw) la que lo controla (al menos la 
germinación y la velocidad de crecimiento). En contraste con la fase de crecimiento, el 
presente trabajo demuestra que la humedad inicial tiene un importante efecto sobre la 
producción de penicilina (idiofase). Humedades de 70% permitieron una alta velocidad 
de síntesis al final del cultivo que dio por resultado una producción tres o cuatro veces 
superior a la obtenida en condiciones diferentes. 

Se demostró también que, a diferencia de la fermentación sumergida (FSm), es 
necesario usar medios concentrados para obtener altos niveles de producción del 
antibiótico. Al utilizar medios 2X (el doble de lo recomendado para FSm) se incrementó 
la producción cerca de cinco veces. Resultados posteriores ampliaron el panoraJlla 
demostrando que ni la Aw ni la humedad inicial controlan directamente la idiofase. Esta 
fase es regida por la relación entre el soporte y los otros dos componentes del medio 
sólido: el agua y los componentes del medio de cultivo o nutrientes. Se encontró que 
para obtener una alta producción es necesario mantener una relación agua/soporte alta (7 
g/g) junto con una relación nutrientes/soporte relativamente baja (1. 1 a 1.6 g/g) ó, 
alternativamente, utilizar una relación agua/soporte menor (S g/g) y compensarlo con 
una mayor proporción nutrientes/soporte (2 g/g). 

Aparentemente, esas condiciones iniciales ocasionan diferentes características en la 
fase de crecimiento pero permiten un adecuado aporte de nutrientes en la idofase. 

Se investigó el efecto de dos parámetros relacionados con el soporte: el tamaño de 
partícula y la densidad de empaque. El primero no tuvo efecto, quizás debido a que la 
velocidad de consumo es menor que la de difusión. La mayor densidad de empaque 
(0.34) tuvo un moderado efeC1:o positivo, aunque no está claro por qué. 

Por otro lado, se encontró que es posible mezclar el cultivo sólido sin tener un efecto 
negativo sobre la producción de penicilina por P.chrysogenum Wisconsin 54-1255. De 
hecho, se observó un efecto positivo del mezclado sobre la producción cuando el cultivo 
se inoculó con una cepa de mayor producción (P-2). Resultó interesante que el mezclado 
produjo un incremento en la actividad respiratoria del cultivo, probablemente debido a 
una mayor homogeneidad fisiológica de éste, junto con un mayor número de puntas de 
crecimiento (y secreción). El hecho de que se pueda mezclar la FS de penicilina, 
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promete dar una mucho mayor versatilidad a la investigación así como al proceso de 
producción. 

En otra parte del trabajo se realizó un estudio comparativo sobre la regulación por 
carbono sobre la síntesis de penicilina en FS y FSm. Se estimaron los umbrales 
regulatorios correlacionando el inicio de la síntesis con la cinética de consumo de 
glucosa. Los resultados (FSm: 28 - 20 gil; FS: 36 a 14 gil) demuestran que la síntesis de 
penicilina en FS también está regulada por represión catabólica y a umbrales similares al 
medio líquido. Resultados preliminares sobre retrorregulación por penicilina indican que 
éste y probablemente todos los mecanismos que regulan la síntesis de penicilina en 
medio liquido están activos en FS. 
En general, se puede decir que gran parte de los principios que rigen el metabolismo 
secundario en medio líquido también lo hacen en FS. Sin embargo, debe haber algunas 
diferencias que, aunque más sutiles, deben tener una importancia clave en la 
comprensión de esta fase de desarrollo. 

Como en el caso de la FSm, la cepa resultó ser un elemento fundamental en el nivel 
de producción que se obtiene por FS. Se encontró que las cepas con mayor capacidad de 
producción en FSm también son las que más producen en FS. Esto confirma los 
resultados sobre regulación ya que implica que las mutaciones que les permiten 
sobreproducir en FSm también son útiles para sobreproducir en FS. En esta Parte se 
definieron parámetros que permiten evaluar cuantitativamente la eficiencia de las cepas 
para producir en FS (producción relativa = PS/PL). Con esta herramienta se determinó 
que las cepas más productoras (en FSm) y sus mutantes espontáneas tienden a ser las 
menos eficientes para producir en FS, en el sentido de que producen menos veces más 
en FS que en FSm. Esto indica que hay una(s) caracteristica(s) que les permite producir 
eficientemente en FS, la cual es más frecuente en cepas genéticamente más cercanas a la 
silvestre. Se encontró que algunas mutantes espontáneas de las cepas de alta producción 
conservan o re adquieren esta caracteristica, de manera que manifiestan su producción 
con alta eficiencia en FS. De esta manera se generaron mutantes especiales para FS que 
produjeron 10,500 µglg. 

Si se logra identificar esta caracteristica, no sólo se ganará una mejor comprensión 
sobre las particularidades de la idiofase en FS, sino se podrán hacer sistemas más 
directos de selección racional de mutantes o incluso de clonación y transferencia de 
genes. 

Este trabajo ha permitido un conocimiento más profundo de los principios que rigen 
el metabolismo secundario en FS y se concluye que sí es posible obtener altas 
concentraciones de penicilina por este sistema. También, que se encontraron factores 
clave con los que se podrá continuar elevando la producción. Esto permite ver con más 
claridad el potencial de la FS como método alternativo para producción de metabolitos 
secundarios. 
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SUMMARY 

This thesis, together with other recent reports, show that is possible to produce great 
arnounts ofuseful secondary metabolites by solid state fennentation (SSF). The effect of 
environmental, nutritional and genetic factors on penicillin production by SSF in 
support was studied in the present work. This, with the aim of having a better 
understanding of how idiophase functions in the solid medium and, in this way. be in a 
better position to evaluate the system's potential for secondary metabolite production. 
A system of SSF on support (liquid medium absorbed in sugarcane bagasse) was 
developed, which is not only convenient to perf'orm basic studies. but also produces high 
concentrations of metabolites. 
lt has been shown that initial moisture content does not affect growth in SSF, and that 
water activity (Aw) is the factor that controls the growth phase. However, the present 
work shows that initial moisture has an important effect on penicillin production 
(idiophase). Moisture contents of' 70% allowed a high rate of synthesis at the end of the 
culture, which resulted in a three or f'our-fold increase in production. in relation with 
different initial moisture values. 
It was shown that, contrasting with submerged fermentations (SmF), it is irnportant to 
use concentrated media to obtain high productions of the antibiotic. The use of 2X 
medium (twice the concentration reported for SmF) caused a five f'old increase in 
production. Later results broadened the understanding by showing that it is not Aw nor 
moisture that controls idiophase in a direct way. This phase is controlled by the 
proportion of the support with the other two components of the solid medium. lt was 
found that high production is obtained with a high water/support ratio (7 glg) together 
with a relatively Iow nutrients/support value ( 1. 1 to 1.6 g/g), or altematively use a lower 
water /support (5 glg) with a higher nutrients/support value (2 g/g). It appears that these 
initial conditions produce growth phases with different characteristics, but allow an 
adequate income of nutrients to the f'ungus during the production phase. 
The effect of two parameters related to the support was investigated: particle size and 
packing density. The fbrmer did not show a significant effect, while the highest density 
tested (0.34) produced a positive effect on penicillin production in SSF, although the 
causes are not clear. 
On the other hand, it was found this solid culture can be agitated (or mixed) without any 
deleterious effect on penicillin production by P.chrysogenum Wisconsin 54-1255. In 
fact a positive effect on production was observed when a higher producing strain (P-2) 
was used. It is interesting to note that mixing produced an increase in the respiratory 
activity ofthe culture, probably dueto a higher physiological homogeneity, anda higher 
number hyphal tips, which are more active in growth and secretion. The f'act that 
pencillin SSF can be mixed offers a higher level of versatility to basic research and 
process developrnent. 
In another section of' the work, carbon regulation of' penicillin biosynthesis was 
comparatively studied (solid vs Iiquid medium). Regulatory thresholds were estimated 
correlating the initiation of the synthesis with glucose consumption kinetics. Results 
(SrnF: 28-20 gil; SSF: 36-14 gil) show that penicillin biosynthesis in SSF, as in SmF, is 
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regulated by catabolic repression, and at similar thresholds. Preliminary results indicate 
that penicillin feed-back regulation, and probably the rest of the regulatory mechanisms, 
are also active in SSF. 
In general terms, it can be said that the principies that rule secondary metabolism in 
liquid medium also do so in SSF. However, there must be sorne differences, more 
difficult to detect but key in the knowledge of this part of metabolism. lt is possible that 
these include differences in sugar (and other nutrients) consumption and secretion. 
Like in the case of SmF, the strain turned out to be a fundamental element in the 
production leve) that can be obtained in SSF. It was found that higher yielding strains in 
SmF are also the highest producing strains in SSF. This confirms our results on 
regulation in SSF, since it implicates that mutations that allow high production in liquid 
medium are also useful to produce in solid medium. In this part, parameters were 
defined which allow quantitative evaluation of the efficiency of different strains to 
produce in SSF (relative production PS/PL). With this tool, it was possible to determine 
that higher yielding strains (for SmF) and their spontaneous mutants tend to be less 
efficient in SSF, that is, the strains produce less times more in SSF in relation with 
SmF. This implicates that there is one or severa) characteristics that allow high 
production in SSF, which are more frequently find in low producing strain, genetically 
closer to the wild type. It was observed that sorne spontaneous mutants of the high 
producing strains have kept or re-acquired this characteristic, so these strains show their 
production leve) with high efficiency in the solid medium. In this way, special mutant 
strains for SSF were generated, which reached production levels above 10,000 µg/g 
If these characteristics are identified, a better understanding of the particularities of 
idiophase in SSF will be obtained. Also, more direct and efficient rational selection 
methods will be designed. 
This work has contributed to a deeper knowledge of the principies underlying secondary 
metabolism in SSF. It is concluded that high production levels can indeed be obtained 
by this culture system, and that a wide vision was obtained of the way in which 
production levels can be improved further. This gives a more clear vision of the 
production potential of SSF as an alternative method to produce useful secondary 
metabolites be attained 

12 



L- INTRODUCCIÓN 

La fermentación sólida es un método tradicional de cultivo que ha sido revalorizado y 
modernizado en los últimos 10 ó 15 años, surgiendo sistemas de FS no tradicionales y 
novedosos. La diversidad de aplicaciones actuales y potenciales hacen que vayan 
apareciendo un gran número de campos de aplicación. 

Aunque los efectos del ambiente acuoso sobre la fisiología microbiana han sido 
ampliamente estudiados en cultivo sumergido, hay poca información sobre el efecto del 
ambiente sólido sobre el crecimiento microbiano y menos aún sobre la idiofase. Se 
puede pensar que estos efectos son similares a los de cultivo sumergido, modificados por 
estructura fisica del medio sólido y variaciones locales de concentración de nutrientes y 
quizás efectos relacionados con la interfase sólido-líquido-aire. En otras palabras, se 
podrian esperar algunos efectos similares a los conocidos para medio líquido, algunos 
efectos similares a los conocidos para la fase de crecimiento en medio sólido y efectos 
particulares para la idiofase en fermentación sólida (FS). 

Dada esta situación, una aproximación prometedora a la FS en general, y a la 
producción de metabolitos secundarios en particular, parece ser el ampliar y profundizar 
los estudios básicos sobre el comportamiento microbiano en medio sólido y aplicarlos al 
desarrollo de proceso. Como ha ocurrido en ciertas fermentaciones industriales en FSm, 
cuyas productividades se han incrementado de manera logarítmica en un período de 
varias décadas. Tales incrementos se han debido, en parte a la investigación en 
fisiología, bioquímica y genética microbiana y en parte a la investigación en ingeniería 
(Demain, 1977).En relación a la producción de metabolitos secundarios por FS, resulta 
sorprendente que, a pesar de lo alentador de los resultados y de lo productiva que parece 
la FS para la producción de metabolitos secundarios, los trabajos sobre micotoxinas 
terminaron al final de los años 70 y no hubo más reportes sobre este tema hasta un 
tiempo, después del inicio de esta tesis en 1987. 

Se conoce una gran diversidad de metabolitos secundarios microbianos con una 
enorme gama de actividades biológicas y de usos actuales o potenciales. Se pueden ver 
claramente sus usos en la industria farmacéutica, agropecuaria y de alimentos. La FS 
parece un método con gran potencial para producir ventajosamente (en relación a la 
fermentación en medio líquido o sumergida) diversos metabolitos secundarios. Sin 
embargo, al iniciarse esta tesis no existía información sobre este sistema aplicado a la 
producción de metabolitos secundarios útiles. 

Por otro lado, la penicilina es un modelo muy conveniente de metabolito secundario 
füngico dado a su importancia económica y a lo bien estudiado que esta su fisiologia, 
bioquímica y genética, por lo que se pensó en estudiar la síntesis de penicilina en FS. 
Sin embargo, se consideró que la falta de conocimientos básicos sobre los factores que 
controlan la producción de este tipo de compuestos en medio sólido evita realizar una 
evaluación acertada del sistema. 

De esta manera, se planeó realizar estudios básicos, sobre el efecto de factores 
ambientales (humedad inicial, concentración del medio y contenido de soporte), 
nutricionales (efecto de la concentración de glucosa) y genéticos, encaminados a 
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establecer los factores que la controlan y 4e comprender las particularidades de su 
funcionamiento (principios básicos). Así, obtener mayores producciones y una mejor 
idea del camino para continuar mejorando los procesos. Asi mismo poder establecer una 
comparación más precisa con la FSm. 

Los estudios sobre el ef"ecto de factores ambientales, comprenden el artículo A 
(Penícillin Production by Solid State Fermentation), resultados que no han sido 
publicados aún (Efecto de los Constituyentes: Nutrientes/Agua/Soporte) y el artículo B 
(Effect of Particle Size, Packing Density and Agitation on Penicillin Production in Solid 
State Permentation). Posteriormente, se exponen los estudios sobre el efecto de los 
factores nutricionales (fuente de carbono y regulación de la síntesis). Finalmente se 
presenta el estudio sobre los f"actores genéticos (ef"ecto de la cepa), en forma del artículo 
c. 
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D.- ANTECEDENTES 

t. Metabolismo Secundario 

Los fisiólogos microbianos de los primeros tiempos observaron que en la fase 
logaritmica de crecimiento hay un metabolismo intenso, con los microbios replicando 
rápidamente sus componentes celulares, como prerrequisito para el crecimiento y la 
división celular. Se asumió, inicialmente, que la fase estacionaria representaba una total 
inactividad metabólica por parte de los microorganismos. Fueron los quimicos de 
productos naturales los que se dieron cuenta de la falsedad de ese concepto. Entre 1920 
y 1930, los quimicos orgímicos encontraron que, los cultivos de hongos en fase 
estacionaria eran una fuente casi inagotable de compuestos orginicos complejos, y que 
la elucidación de sus estructuras quimicas ofrecian un reto formidable. Conforme las 
estructuras de estos compuestos fueron descritas, se hizo evidente que no eran 
compuestos que jugaran un papel durante la fase exponencial de crecimiento. Algunos 
alios antes los fisiólogos de plantas hablan reconocido dos clases similares de 
compuestos producidos por plantas superiores. Habla compuestos como clorofilas que 
eran sintetizadas por todas las plantas; estos fueron nombrados productos primarios del 
metabolismo. En contraste había compuestos como alcanfor y taninos, los cuales sólo se 
pueden obtener de especies particulares de plantas y a los cuales no se les puede asignar 
una función metabólica. Estos últimos compuestos fueron llamados productos 
secundarios del metabolismo. 

Hace poco más de dos décadas el término fue usado para describir un amplio rango 
de compuestos producidos por microorganismos y que, corno sus contrapartes vegetales, 
no están directamente relacionados con compuestos que conforman la célula microbiana. 
Hoy en dha. el término metabolito secundario es asociado más a menudo con productos 
microbianos que con productos de plantas. Esto se debe a que los metabolitos 
secundarios microbianos incluyen grupos de compuestos que han sido muy extensa y 
exitosamente utilizados como agentes quimioterapéuticos y farmacológicos. Entre éstos, 
un lugar destacado corresponde a los antibióticos ya que han revolucionado la batalla 
que mantiene el hombre contra los microbios que son patógenos para él mismo, asi 
como para animales y plantas. 
· Los metabolitos secundarios microbianos son producidos por algunas especies y aún 

entonces sólo por algunas cepas. Se puede decir que no son esenciales para el 
crecimiento y que su producción no está asociada con esa fase de desarrollo. Estos 
compuestos han sido descritos como metabolitos secundarios en oposición a los 
metabolitos primarios como aminoácidos, nucle6tiodos, lípidos y carbohidratos que son 
esenciales para el crecimiento. A pesar de Ja enorme diversidad de estructuras químicas 
encontradas en los metabolitos secundarios microbianos, la mayoría de estos compuestos 
pueden ser agrupados en unas cuantas clases según su origen biosintético. Una 
clasificación conveniente es la propuesta por Rose (1979). Este autor Jos cluifica en 
sólo cuatro grupos o familias y hace énfasis en que esto refleja el reducido número de 
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grupos en los que uno puede clasificar los compuestos de bajo peso molecular que son 
los precursores de los constituyentes celulares. 

De esta manera, se puede decir que los metabolitos secundarios derivan de: 
1) aminoácidos, 
2) azúcares, 
3) acetil-CoA (y compuestos relacionados, incluyendo intermediarios del Ciclo de 
Krebs) y 
4) terpenos. 

Siendo raros los metabolitos secundarios provenientes de la poza metabólica de 
nucleótidos. 

La función de los metabolitos secundarios en el metabolismo de la célula es 
desconocida. Se han propuesto varias hipótesis para explicar la producción de 
metabolitos secundarios en microorganismos. Que no tienen función y que son el 
resultado de una descompostura de la regulación del metabolismo celular es improbable. 
Dos hipótesis muy relacionadas han propuesto que los productos específicos del 
metabolismo secundario no son importantes, sino que el proceso del metabolismo 
secundario en sí es una ventaja selectiva para el microorganismo. Se considera que 
provee un mecanismo por medio del cual el exceso de intennediarios (Bu'Lock. 1961) o 
aún el exceso de carbohidratos en el medio, pueden ser metabolizados durante 
condiciones de crecimiento adversas. Tal mecanismo serviría para mantener a Ja célula 
en un estado funcional durante condiciones que evitan o dificultan el crecimiento. 

La relación entre crecimiento y metabolismo secundario ha sido muy estudiada 
(Bu'Lock. 1967, 1974; Demain. 1968, J 972). Se ha encontrado que la producción de 
metabolitos secundarios se inicia cuando un (o más) nutriente clave se agota. limitando 
el crecimiento. Borrow et al. (1961). estudiando la producción de ac. giberélico, 
utilizaron los términos de fase balanceada para describir la primera mitad de la fase de 
crecimiento e>r.ponencial, y fase de almacenamiento para la última mitad de Ja fase 
exponencial. Justificaron el uso de este último término, ya que es Ja fase en la que se 
agota la fhente de nitrógeno y el peso celular se incrementa debido a la acumulación de 
lípidos y carbohidratos y que es la fase en la que la producción de metabolitos 
secundarios se inicia. La fase principal de producción de metabolitos secundarios. la fase 
estacionaria de crecimiento, fue rebautizada por estos autores como fase de 
mantenimiento. Algunos años después, Bu'Lock introdujo otros términos para nombrar 
la fase de metabolismo primario: trofofase (de nutrición) e idiofase para el metabolismo 
secundario (peculiar o misteriosa). Aunque estos términos tienen un· valor descriptivo, 
no son ni absolutos ni mutuamente excluyentes. 

Se considera que el crecimiento en la fase no limitada es balanceado ya que la 
velocidad de consumo de nutrientes y la de utilización permanecen constantes, siendo 
controladas por las características genéticas del microorganismo más que por Ja 
concentración de nutrientes. En estas condiciones se esperaría que toda la capacidad 
biosintética de Ja célula es requerida para mantener una alta velocidad de crecimiento. El 
crecimiento se hace desbalancéado cuando la velocidad de crecimiento es limitada por 
una escasez de uno o más nutrientes. Aquellos procesos celulares que requieren el 
nutriente limitante se restringen, mientras que Jos que no lo requieren, no. Corno el 
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crecimiento depende de un amplio rango de actividades biosintéticas, la ausencia de uno 
o varios nutrientes: carbono, nitrógeno, fbsf"ato, o elementos traza, puede restringirlo. 
Los nutrientes no limitantes pueden ser entonces desviados hacia biosíntesis no 
relacionadas con el cret':imiento. La biosíntesis de metabolismos secundarios o de 
compuestos especificas requeridos para la dif"erenciación puede ser estimulada de esta 
manera. 

No es posible definir una velocidad específica de crecimiento por debajo de Ja cual se 
pueda decir que el crecimiento es de tipo idiofase. Sin embargo, este valor de µ puede 
ser definido para un metabolito específico producido en la idiof"ase (Smith & Berry, 
1974). 

Estas ideas pueden ser ilustradas mencionando Jos ejemplos de los alcaloides del 
ergot, cuya síntesis comienza cuando se acaba la f"uente de f"ósf"oro del medio; la síntesis 
de giberelinas que se inicia al agotarse la f"uente de nitrógeno y el caso de la penicilina, 
cuya síntesis se dispara al agotarse la Cuente de carbono de utilización rápida (la 
glucosa). 

Se han descrito mecanismos que regulan las rutas de biosíntesis de metabolitos 
secundarios, los cuales parecen ser similares a los que f"uncionan en vías que llevan a la 
síntesis de metabolitos primarios (Wang et al., 1979). 

2. Penicilina 

La penicilina es no sólo el más antiguo sino el progenitor de los agentes 
quimioterapéuticos más importantes desarrollados en los últimos SO años. Una gran 
cantidad de investigación de importancia industrial ha sido realizada con el bongo 
productor de penicilina Penicilli11m chrysogenum, lo cual hace ahora posible tener una 
imagen coherente del modo de biosíntesis de este antibiótico. Es más, muchos de los 
principios derivados de estudios con P.chrysogenum, y otros hongos productores de 
antibióticos relacionados, son igualmente aplicables a microorganismos productores de 
otros metabolitos secundarios (Ball, 1987). Estos estudios permitieron el incremento de 
la productividad, de Jos hongos usados industrialmente, en más de mil veces, en relación 
con las cepas originales de Penici/liu,,, (Queener & Swartz, 1 979). 

2.1 Bioainte.is 

Las penicilinas f"orman parte de un grupo de antibióticos llamados 13-lactámicos. Los 
términos penicilinas y cef"alosporinas se refieren a compuestos bicíclicos en los cuales el 
anillo 13-lactámico está f"usionado a un anillo de cinco miembros (tiazolidina) o de seis 
miembros (dihidrotiazina), respectivamente (Esquema 1) (Chain, 1948; Abrabam & 
Newton, 1961). El núcleo de Ja penicilina: 6-APA (ácido 6-amino penicilánico) puede 
tener distintos substituyentes (R), dando lugar a las diferentes penicilinas (G. V, K, F, X, 
etc.) 
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R-C-
11 
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Cadena I 
Lateral A 

Anillo Anillo 
~- lactárnico Tiazolidínico 

Esquema l. Estructura química de las penicilinas. 

Las penicilinas y las cefalosporinas fueron los primeros antibióticos 13-lac.tánticos en 
estar disponibles comercialmente para el tratamiento de infecciones bacterianas en 
humanos y animales (Chain et al., 1940). Muchos nuevos antibióticos 13-lactámicos de 
importancia médica han derivado casi exclusivamente de modificación química de la 
molécula de penicilina y, en menor grado, de la de cef"alosporina; más recientemente, 
también se han hecho modificaciones a la molécula de cef"amicina C, producida por 
Streptomyces (Lund & Tybring, 1972; Smith, 1985). Nuevos antibióticos 13-lactámicos 
que no son ni penicilinas ni cef"alosporinas son formados por procariotes; estos 
compuestos incluyen nocardicinas, ácido clavulánico, carbapenemas y monobactarnas 
(Demain, 1973). 

La penicilina y cef"alosporina C son producto de rutas biosintéticas que tienen en 
común varios pasos enzimáticos idénticos (Esquema 2) (Demain, 1974) y están 
relacionadas con la biosíntesis de los aminoácidos valina, cistenína y ácido ot
aminoadípico. 

Inicialmente se forma el dipéptido .S-{L-ot-arninoadipil)-L-cisteina {AC), con la 
adición subsecuente de L-valina, la cual sufre epimerización durante su incorporación. 
De esta manera se forma el tripéptido .S-(L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina (ACV) 
(Adriaens, et al., 1976; Banko et al., 1987). Esta reacción parece ser realizada por la 
enzima ACV sintetasa (Banko et al., 1987). Una primera penicilina de la vía 
(isopenicilina N) es sintetizada a partir de ACV, a través de la acción de un ion ferroso y 
una enzima ciclizante (isopenicilina N sintetasa o ciclasa) que requiere ascorbato 
(Adriaens, et al., 1976). RaJDos et al. (1985) encontraron que la enzima tiene un peso 
molecular de 39,000 daltons y que su actividad es estimulada por oxígeno. Sugirieron 
que la ciclización se realiza por una eliminación, mediada por oxígeno, de los átomos de 
hidrógeno del ACV durante la formación de los anillos. Se piensa que la f"ormación del 
anillo 13-lactámico se forma antes que el tiazolidínico (Baldwin et al., 1984). 

En el último paso de la biosíntesis de penicilina, la cadena lateral (ácido ot
aminoadípico) de la isopenicilina N es intercambiada por ácido fenilacético 
(previamente activado en la f"orma de fenil acetil CoA), dando origen a la penicilina G. 
La reacción es catalizada por la enzima aciltransferasa, la cual ya ha sido aislada de 
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P.chrysogenum y caracterizada (Alvarez et al., 1987). Debido a la relativa 
inespecificidad del complejo enzimático por la cadena lateral, muchos son los 
com.puestos que pueden actuar como precursores de esta cadena, dando lugar a una gran 
variedad de penicilinas (Demain, 1983). 

'.,·.:. 

'·' 

0<-CETOGLUT ARATO + ACBTIL - COA 

J. 
HOMOCITRATO 

J. 
CIS-HOMOACONIT ATO 

J. 
HOMOISOCITRATO 

J. 
0<-CETOADIPATO 

J. 
0<-AMINOADIPATO (cr.-AA) 

a<- -B-SBMIALDEHIDO 
J. 

8-(L-a.-AA)-L-CIS 

SACAROPINA 
J. 
~ 

i- L-VALINA 

8-(L-cr.-AA)-L-CIS-D-V ALINA 

J. 
------ISOPBNICILINA N ..-------- l +- feoilacetil- CoA 

PENICILINA N PENICILINA G 

J. 
DEACBTOXICBFALOSPORINA C 

J. 
DEACETILCBFALOSPORINA C 

J. 
CEFAbOSPORINA C 

E•quem:. 2. Rutas biosintéticas de L-lisina. penicilina G y cefalosporina en hongos. 



2.2 Reaulaci6n 
Varios mecanismos parecen estar involucrados en el control de...ta iniciación de la 
biosíntesis de antibióticos. En un modelo, una molécula pequei'i.a actúa como correpresor 
o inhibidor, reprimiendo la formación o inhibiendo la actividad de las sintetasas. Por lo 
tanto, el hipotético correpresor o inhibidor debe agotarse para que la síntesis del 
antibiótico pueda ocurrir. Este modelo concuerda con alguna evidencia experimental. 

Un segundo modelo, propone la síntesis de un activador o inductor de las enzimas 
por el cultivo para poder iniciar la síntesis del antibiótico. 

Represión catabólica 
La glucosa es la mejor fuente de carbono y energía para el crecimiento de la mayor 

parte de los microorganismos productores de antibióticos. En un medio con glucosa y 
una segunda fuente de carbono de utilización más lenta. la glucosa es utilizada primero, 
suprimiendo la síntesis del antibiótico. Cuando se agota la glucosa (o su concentración 
cae por debajo de un umbral represivo) la segunda fuente de carbono es usada y la 
formación del antibiótico se lleva a cabo (Il.fartin & Demain, 1980). 

Este fenómeno, que es similar al inicialmente llamado "ef'ecto de la glucosa", es 
ahora entendido en términos de regulación catabólica o regulación por catabolito del 
carbono (Martin & Aharonowitz, 1983). Aunque el mecanismo molecular de la 
represión catabólica no se conoce, algunos autores consideran que podria estar 
relacionado con un control de la biosíntesis de antibióticos ejercido por la velocidad de 
crecimiento (Bu'Lock. 1974; Martín & Demain, 1978). 

La regulación catabólica de la biosíntesis de antibióticos es un mecanismo general 
que controla la síntesis de antibióticos de dif'erentes grupos biosintéticos. Estos incluyen 
la producción de actinomicina por Streptomyces antibioticus (Gallo & Katz, 1972), 
puromicina por Streptomyces alboniger (Sankaran & Pogell, 1975), cefalosporina por 
Acremonium chrysogenum (Zanca & Martín, 1983) y Streptomyces clavuligerus 
(Aharonowitz & Demain, 1978) y penicilina por Penicillium chrysogenum (Revilla et 
al., 1984). 

Estudios iniciales sobre desarrollo de medios para la producción de penicilina 
indicaron que los di- oligo- y polisacáridos eran mejor fuente de carbono para la 
producción de penicilina (Soltero & Johnson, 1953). La producción industrial es por lo 
tanto realizada usando lactosa, la cual es asimilada lentamente. La regulación catabólica 
de la síntesis de penicilina es evitada cuando la glucosa es lentamente adicionada al 
cultivo (Sol~ro & Johnson, 1954). Estos resultados sugirieron que la regulación 
catabólica es ejercida por un efector formado durante el transporte o el catabolismo de 
glucosa. 

Aunque los primeros trabajos sugirieron que la biOsíntesis de penicilina esta sujeta a 
inhibición catabólica y no a represión (Demain, 1968), estas conclusiones están basadas 
en inhibición de la síntesis de antibióti.cos después de adicionar glucosa a un cultivo en 
producción. Como los experimentos eran largos, la interf'erencia con la síntesis pudo 
deberse a otras causas como la represión de sintetasas lábiles. Estudios más profundos y 
cuidadosos, utilizando experimentos de corta duración (principalmente cultivos de 
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células en reposo e incorporación de 14c-valina a la penicilina), han descubierto que el 
fenómeno es a nivel de represión (Revilla et al., 1984). También se ha encontrado que la 
glucosa reprime la formación de 15-(L-a.-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina (ACV), el 
primer intermediario de las rutas biosintéticas de penicilina y cefalosporina. La 
represión de la ACV sintetasa no es revertida por la adición de los aminoácidos que 
constituyen el tripéptido. La O-glucosa también reprime la isopenicilina-N-sintetasa 
(ciclasa), la cual convierte el tripéptido ACV en isopenicilina-N, pero no afecta la acil 
Co A:ácido 6-aminopenicilanico aciltransferas (aciltransferasa) (Revilla et al., 1986), 
última enzima de la vía (Alvarez et al. 1987). 

Se piensa que el mecanismo molecular de la regulación catabólica o por catabolito 
del carbono puede estar relacionado con la represión catabólica que ejerce la glucosa y 
otras fuentes de carbono de rápida asimilación sobre las enzimas requeridas para la 
utilización de fuentes de carbono exógenas como maltosa, lactosa o sacarosa y algunas 
enzimas glucogénicas. Barredo et al. (1988) aislaron una mutante resistente a 2-
desoxiglucosa que estaba simultáneamente alterada en la represión catabólica de la Jl
galactosidasa, la isopenicilina-N-sintetasa (IPN sintetasa) y la biosíntesis de penicilina 
en general. Estos resultados apoyan la hipótesis de que hay un mecanismo común en P. 
chrysogenum que está involucrado en la represión catabólica por glucosa de: a) enzimas 
catabólicas para la utilización de azúcares y; b) enzimas de las vias biosintéticas de 
antibióticos. Su evidencia experimental sugiere que el mecanismo molecular podría 
involucrar a la glucoquinasa como efector. 

Recientemente, Espeso & Peñalva (1992) encontraron que, en Aspergillus nidulans, 
la síntesis de penicilina también es controlada por represión catabólica. Con sofisticados 
experimentos los autores demostraron que la biosíntesis del antibiótico también es 
regulada por represión catabólica a través del control transcripcional de los genes 
estructurales. Los autores realizan análisis de Northem con RNA total y una sonda de 
IPN sintetasa. Así demuestran que la cantidad de transcritos de IPN sintetasa es varias 
veces más alta en cultivos crecidos en lactosa que en sacarosa. Probaron varias 
mutaciones hipof"uncionales del gen creA (el gen regulatorio que media la represión 
catabólica del catabolismo de azúcares en A. nidulans; la mayor parte de las mutaciones 
que af"ectan la represión catabólica mapean en este gen), las cuales desreprimieron sólo 
parcialmente la transcripción de la IPN sintetasa en presencia de glucosa. 

Muy recientemente un grupo austriaco (Ontiveros, 1993) clonó el gen de la IPN 
sintetasa de P. chrysogenum Q-176 en un plásmido y fusionó el promotor con una 
sección del gen estructural al gen tac Z. Posteriormente hicieron deleciones de diferente 
tamaño en la región 5 · del promotor y transformaron su cepa. Seleccionaron 
transforrnantes con una sola copia del gen y con diferentes tamaños de promotor y 
probaron actividad de 13-galactosidasa en condiciones represivas. Una de sus cepas 
recombinantes, en la que el promotor comenzaba con la región -357, resultó desregulada 
para represión catabólica. 

Por otro lado, el grupo de Scazzocchio en Francia (resultados no publicados) 
encontró que el sitio de unión al DNA de la proteína regulatoria (negativa) producto del 
gen creA tiene la secuencia GCGGGG. Resulta entonces muy significativo que esta 
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secuencia esté presente en la región eliminada en la recombinante desregulada 
mencionada anteriormente. 

Estos resultados sugieren fuertemente que la represión catabólica que regula la 
producción de penicilina y de otros antibióticos sea un caso del mecanismo general que 
regula las enzimas catabólicas para la utilización de azúcares. 

Regulación por nitrógeno 
Un intermediario común de los antibióticos 13-lactámicos es el tripéptido ACV (a.

aminoadipato-cisteinil-valina), de manera que se esperaría que la regulación de la 
disponibilidad de nitrógeno-amino tenga un papel importante en la síntesis de estos 
antibióticos. De hecho, Aharonowitz & Demain (1979) demostraron que la síntesis de 
cefamicinas por Streptomyces clavt11igerus está controlada por el tipo y la disponibilidad 
de fue1'.te de nitrógeno. 

Sánchez et al. (1988) revisaron el tema de la regulación por nitrógeno de la síntesis 
de 13-lactámicos y la dividieron, en el caso de la penicilina, en inducción por glutamato y 
represión por amonio. También examinaron el efecto estimulatorio del ácido a.
aminoadípico y la inhibición (represión) causada por lisina y la que ocasiona el 
glutatión. Los autores dan un panorama amplio, intentando integrar los estudios sobre 
fuentes de nitrógeno de utilización rápida y de aminoácidos sobre la producción del 
antibiótico. Sin embargo, es importante recordar que los mecanismos más importantes 
son la regulación por amonio y la retrorregulación por lisina. 

Regulación por amonio 
Aunque se le suele llamar repres1on por amonio, es importante notar que se hace 

referencia, como en el caso de la glucosa, a un mecanismo más general en el que el 
amonio afecta negativamente la síntesis de enzimas involucradas con la utilización de 
diversas fuentes de nitrógeno. 

En el caso de la penicilina, en 1981 Sánchez et al. descubrieron que a 
concentraciones de amonio de 85 mM la slntesis de penicilina es severamente reducida, 
en relación a un medio con 8.5 mM, y sin afectar similarmente o significativamente el 
crecimiento y el pH. En este estudio se utilizó un medio definido y el cultivo se siguió 
hasta las 96 h. La cinética de consumo de amonio indicó que cuando se utilizó baja 
concentración el amonio fue totalmente consumido, mientra.'! que con alta concentración 
se consumió una pequeña parte del amonio inicial. Posteriormente, el mismo grupo 
encontró que con alta concentración de amonio en el medio de cultivo, se incrementa la 
poza metabólica de glutamato, pero deprime parcialmente la NADP-glutamato 
deshidrogenasa y sobre todo la glutamino sintetasa (Mateos et al., 1990). 

Por otro lado, se ha demostrado que la síntesis de cefalosporina C, por Acremonium 
chrysogenum, responde de manera similar al amonio (Shen et al., 1984). En este caso se 
ha encontrado que el amonio reprime la deacetoxicefalosporina e sintetasa 
disminuyendo también el nivel de la ACV sintetasa (Zhang et al., 1987). 

En el caso de la síntesis de penicilina por P. chrysogent1m no se ha determinado el 
sitio de regulación a nivel enzimático y en ninguno de los dos casos se conoce el efector. 
Evidencia encontrada en mutantes de S. cerevisiae y A. nidulans (gdhA) sugiere que la 
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enzima NADP-glutamato deshidrogenas es el efector del mecanismo general de 
represión por amonio antes mencionado. No se sabe si este fenómeno puede extenderse 
a la regulación de antibióticos 13-lactámicos, aunque existe una cierta evidencia indirecta 
que sugiere que la NADP-glutamato deshidrogenasa y quizás la glutamino sintetasa 
están involucradas (Sanchez el al., 1988). 

Regulación por lisina 
En 1957, Demain descubrió que la presencia de lisina en el medio de cultivo inhibe la 

producción de penicilina por P. chrysogenum. El mismo grupo (Somerson et al., 1961) 
encontró que la presencia de a-aminoadipato restaura la producción del antibiótico en 
presencia de lisina. La elucidación de la ruta de del a-aminoadipato en la biosíntesis de 
lisina en hongos sugería una conexión entre ambos compuestos, por lo que, en este 
trabajo, se propuso que la inhibición de la producción podía ser causada por una 
retrorregulación, es decir una regulación por producto ejercida por la lisina misma, 
disminuyendo la disponibilidad de a-aminoadipato para la producción de penicilina. 
Posteriormente, los estudios de Goulden & Chataway ( 1968) hicieron observaciones que 
apoyaban la hipótesis, usando una mutante con un bloqueo tardío, en la que la 
acumulación de a-aminoadipato guardaba una relación inversa con la concentración de 
lisina en el medio. Más tarde, el grupo de Demain (Masurekar & Demain; 1972; 
Friederich & Demain, 1977) demostró que la homocitrato sintetasa era inhibida y 
reprimida por la lisina. Luengo et al., 1980 encontraron que la lisina reprime la síntesis 
de homocitrato sintetasa de P. chrysogenum tanto en cepas de baja como de alta 
producción. 

Retrorregulación por penicilina 
Se ha encontrado que varios antibióticos inhiben su propia síntesis. En algunos casos 

ha sido posible demostrar que el antibiótico inhibe sus propias sintetasas (Martín & 
Demain, 1980). Gordee y Day (1972) reportaron que la adición de penicilina V, en 
cualquier momento del cultivo, inhibe Ja posterior acumulación de penicilina V en el 
caldo, aunque no afecta el crecimiento. También la penicilina G, el ácido 6-
aminopenicilánico (6-APA) y algunas penicilinas semisintéticas mostraron este ef"ecto. 
Observaron que el nivel de penicilina necesario para inhibir la sintesis de una cepa 
particular es similar al nivel de producción de la cepa. Posteriormente, Revilla el al. 
(1978) confirmaron estos resultados, determinando la incorporación de valina marcada a 
la penicilina en experimentos cortos con un sistema de células en reposo. Sin embargo, 
estos autores demostraron que la penicilina inhibe su propia síntesis si se adiciona al 
tiempo de inoculación, pero tiene menos efecto o nada si se adiciona después. 
Aparentemente, esto está relacionado con la disminución de la pei"meabilidad del 
micelio a la penicilina exógena (Martín et al., 1979). 

2.3 Producción 
El proceso típico de producción de penicilina consiste en una reacción biológica en lote, 
en la cual P.chrysogenum es inoculado a un medio líquido en un tanque de f"ermentación 
aireado y agitado con capacidad de SO a 200 mil litros. Los ingredientes del medio son a 
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menudo subproductos complejos y heterogéneos de otros procesos industriales. No hay 
una receta única para el medio. Los diferentes productores han optimizado su propio 
medio y además, es necesario volverlo a optimizar para cada nueva mutante 
sobreproductora que alcanza escala de producción. Formulaciones típicas incluyen 
glucosa o melazas (por alimentación continua), sólidos de agua de cocimiento de maíz. 
manteca de cerdo o aceite vegetal como antiespumante (por alimentación continua) y 
precursor como fenilacetato. En algunos caso los medios son suplementados con sales 
inorgánicas. El agua de cocimiento de maíz ha comprobado ser una valiosa fuente de 
nitrógeno orgánico y elementos traza. Otras fuentes útiles de nitrógeno orgánico son 
harina de semilla de algodón (pharmamedia), harina de cacahuate y sulfato de amonio. 
La mayor parte de los procesos de fermentación utilizan temperaturas de 25 a JO ºC en 
dos fases de operación ((Queener & Swartz, 1979)). La primera fase es el desarrollo de 
inoculo (fase de crecimiento) y ocurre secuencialmente en una serie de reactores 
agitados de tamaños crecientes. La segunda fase es la de producción y se realiza en un 
solo tanque agitado de gran tamai'io (Demain, 1974). Los niveles máximos de 
producción son alcanzados en este reactor en seis a ocho días de fermentación. 

3. Fermentación en medio sólido 

3.1 Generalidades 
La fermentación en medio sólido ha sido empleada desde la antigüedad para la 
preparación de alimentos fermentados, el ensilaje y el composteo. El uso del koji para 
salsa de soya data de 1000 años A.C. y puede ser considerado como un prototipo de 
fermentación sólida (FS). Este consiste en cultivar Aspergillus oryzae ºen granos y soya 
para producir proteasas y amilasas, las cuales degradan las pruteínas y convierten el 
almidón en azúcar. De esta manera, el material fermentado se utiliza para la producción 
de salsa de soya o para la producción posterior de vino de arroz o saleé. 

A partir de los años cuarenta, la FS fue reemplazada por la fermentación sumergida 
(FSm) en los países occidentales. Los trabajos de Hesseltine et al. (1972, 1977a, 1977b) 
estudiaron y describieron los procesos tradlicionales de FS en Oriente e informaron de la 
importancia tecnológica de estos sistemas de cultivo. Es probable que estos trabajos 
sean, en gran parte, responsables del repunte en el interés por la FS que se ha observado 
en los últimos diez ó quince años. Es importante notar que los procesos de manufactura 
de alimentos orientales tradicionales tipo koji están bien establecidos en Oriente 
(principalmente Japón) y que pueden tener ventajas significativas sobre los métodos de 
cultivo sumergido para la manufactura de productos no tradicionales de interés para las 
industrias agropecuaria, de alimentos, farmacéuticas y químicas. También es un campo 
prometedor en el frente de tratamiento de desechos sólidos. 

3.2 Definición 
El término "fermentación sólida" (o semisólida), especie de traducción del inglés "solid 
state fermentation", es definido por Hesseltine (1972) como una fermentación en la que 
el sustrato no es líquido". Posteriormente, dif'erentes autores la describen como el 
crecimiento y el metabolismo de microorganismos sobre materiales sólidos (con una 
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estructura organizada) en la ausencia de liquido en forma libre (Raimbault. 1980; Moo
Young et al., 1983). Para Aidoo et al.(1982), la FS engloba todo cultivo que tiene lugar 
sobre un sustrato sólido o un soporte nutricionalmente inerte. Una definición más amplia 
y conveniente es la propuesta por Lonsane el al. (1985), como un cultivo microbiano 
que se desarrolla en la superficie y al interior de una matriz sólida y en ausencia de 
escurrimiento de líquido. La matriz porosa puede ser un sustrato húmedo o un soporte 
inerte capaz de absorber los nutrientes disueltos en una solución. 

De esta manera, se pueden distinguir dos tipos de FS en función de la naturaleza de la 
fase sólida utilizada: 

1) Cultivo sólido con una fase sustrato-soporte. La fase sólida esta contituída de 
un material que asume simultáneamente la función de soporte y de fuente de nutrientes. 
Este material es generalemente amiláceo o lignocelulósico (aunque puede ser también 
protéico como en Jos queso y la keratina que forma las plumas. La mayor parte de las 
aplicaciones de la FS utiliza este sistema. 

2) Cultivo sólido con un soporte impregnado de un medio líquido. En este tipo 
de fermentaciones, la fase sólida esta considerada como un soporte inerte que sirve de 
reservorio de una solución nutritiva. En la FS en general y en este tipo en particular la 
capacidad de retención de agua es un factor importante en la elección del soporte. Los 
materiales utilizados son diversos (por ejemplo: bagacillo de cai\a de azúcar, asenin de 
madera. esponja. poliuretano, resinas sintéticas y vermiculita). Este sistema ha sido 
descrito como de cuatro fases (soporte insoluble, agua, biomasa y aire) por Villegas et 
al. (1993). 

3.3 Ventajas y Desventajas 
La FS y la FSm han sido comparadas por algunos autores (Mudgett, 1986; Hesseltine, 
1987; Lonsane et al., 1 985). 

Las ventajas incluyen: 
* Simplicidad del medio de cultivo, a menudo es suficiente con adicionar agua. 
* Disminución de contaminaciones debido a la baja humedad del medio. 
* Requieren menor energía de proceso que las correspondientes en FSm. 
* Muchas veces utilización directa de sólidos fermentados. 
* Disminución de efluentes liquidos a tratar si el producto se utiliza directamente o 
el producto se obtiene más concentrado. 
* Condiciones de cultivo cercanas a las de sus habitat naturales para hongos y 
actinomicetos. 
* Para las fermentaciones tradicionales la microflora del soporte sirve como 
inóculo. 
* Aireación fácil debida a la porosidad del material. 
* Volumen menor del fermentador que en el cultivo líquido, a cantidades iguales 
de sustrato. 
* En muchos casos se obtiene más producción. 

Las desventajas: 
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• Problemas de disipación de calor 
• Regulación dificil de los parámetros de cultivo como pH 
• Falta de conocimientos básicos y tecnológicos 
• Falta de sensores y métodos eficientes de manejo de sólidos. 
• Dificil adicionar nutrientes y agentes controladores. 

3.4 Tipos de Microorganismos 
Varios grupos de microorganismos son capaces de crecer en sustratos sólidos (Smith, 
1985). Sin embargo, lo hongos filamentosos tienen la mejor capacidad para crecer en 
ausencia de agua libre. Bacterias y levaduras crecen en sustratos sólidos con 40 a 70 % 
de humedad, como en composteo y ensilado. Además, los hongos presentan la ventaja 
adicional de invadir el soporte o sustrato sólido gracias al crecimiento apical y 
ramificaciones. Lo anterior, ligado a la geometría del sustrato utilizado permite un 
crecimiento orientado en todas las direcciones (incluyendo cierta penetración) de 
espacios libres, permitiendo el aprovisionamiento de nutrientes (Raimbault. 1980). Las 
levaduras y bacterias sólo pueden desarrollarse en la superficie y al interior de las 
cavidades de la matriz sólida (Saucedo-Castafteda, 1991 ). 

Como se mencionó anteriormente, en la práctica, los sustratos más comunes para 
procesos de FS son materiales amiláceos como granos y tubérculos, y lignocelulósicos 
como madera, paja y heno. Hongos de las Clases Phycomycetes, Ascomycetes y 
Deuteromycetes han encontrado importancia práctica convirtiendo el almidón en azúcar. 
En particular varias especies de Rhizopus, Mucor y especialmente Aspergi/lus han sido 
utilizadas para producir biomasa, enzimas y micotoxinas. 

Aunque muchos microorganismos producen celulasas, muy pocos pueden degradar 
lignocelulosa. Esto es importante no sólo para la producción de biomasa y/o enzimas a 
partir de estos materiales, sino como un medio para reciclar desechos y remediar 
problemas de contaminación. Entre las bacterias que degradan la celulosa destaca 
Cellulo • ..,onas y entre los hongos las Clases Ascomycetes y Basidiomycetes. Los mejores 
convertidores de celulosa en procesos de FS son especies de Trichoderma y de 
Chaetomium. Entre los Basidiomycetes los llamados hongos "white rot" atacan tanto la 
lignina como la celulosa. También los hongos comestibles de esta Clase crecen bien en 
matrial lignocelulósico mezclado con estiercol (Moo-Young el al., 1983). 

En los últimos años se han publicado un gran número de trabajos de investigación 
sobre procesos de FS que utilizan una gran variedad de microorganismos. Pandey 
(1992) hace una relación de productos, microorganismos y sustratos utilizados. En esta 
relación se pueden contar 27 géneros diferentes de hongos, 2 de bacterias (Bacillus y 
Streptomyces) y 3 de levaduras (Saccharomyces, Pichia y Candida). 

3.5 Aplicaciones 
En la naturaleza los sustratos sólidos, como residuos vegetales y animales, son 
degradados por varios procesos microbianos. En esas condiciones, una sucesión de 
colonizaciones microbianas es el proceso típico como en el ensilaje y el composteo. 

Las aplicaciones de la FS se pueden dividir en aquéllas que se realizan con la flora 
natural como se puede hacer el composteo y el ensilaje, y aquellas en las que se usan 
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cultivos puros como en el procesos tipo koji. El uso de cultivos puros mejora el control 
sobre la utilización del sustrato y sobre todo sobre la formación de productos. 

Numerosas fermentaciones alimentarias y agricolas basadas en este principio son 
practicadas tradicionalmente en el mundo entero. La diversidad de aplicaciones 
industriales (actuales y potenciales) hacen que vayan apareciendo un gran número de 
campos de aplicación. En la Tabla 1 se dan ejemplos de procesos de FS clasificados en 
1 1 campos de aplicación. 

Campo de Aplicación Producto Microorganismo Referencia 

Alimentos Fermentados Quesos Penicil/ium spp Larroche & Gros, 1989 
Koji Aspergil/us orizae Raimbault, 1980 
Pozal Lactobacil/us spp Saucedo-Castafteda, 1987 
Pan y levaduras Sánchez, 1 983 
Cacao Levaduras y 

Acetobacter spp 
Alimentos Fermentados A partir de fibras Aspergillus terreus GonzáJez-Blanco et 
Enriquecidos en A partir de A. niger al.,1990; 
Proteínas material amiláceo Raimbault, 1980. 
Producción de Enzimas Amilasas Aspergil/us Oriol et al., l 986a 

Proteasas Aspergillus Fukushima, 1982 
Celulasas Trichoderma Roussos, 1985 
Pectinasas Aspergillus DuFour, 1990 

Metabolitos Primarios Ac. Cítrico A. niger Hang & Woodadams, 1987 
Ac. Gálico A. niger Raimbault, 1980 
Ac. Glucónico A. niger 

Metabolitos Secundarios Micotoxinas A. flavus y otros Hesseltine, 1 977 
Producción de Alcohol Etanol Saccharomyces Gibbons & Wetsby, 1988a 

spp 
Producción de Esporas Inóculo Penicillium spp Laroche et al., 1986 

Lucha Biológica Trichoderma Roussos, 1985 
harzianum 

Composteo Composta Flora mixta Aidoo et al.. 1982 
Ensilaje Ensilado Lactobacil/us spp Saucedo-Castafteda et al., 

1990a,c 
Hongos Superiores Pleurotus Pleurotus spp Zadrazil, 1975 
(Macromicetos) 
Filtros Biológicos Aguas tratadas Flora mixta Aidoo, et al., 1982 

Tabla l Campos de aplicación de la FS. 
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3.6 Aspectos Fisiolópcos y Control del Metabolismo y del Crecimiento en 
Fermentación Sólida 

3.6.1 Patrones de Crecimiento 
Los hongos filamentosos crecen de manera diferente en cultivos líquidos sumergidos 
que en FS. En un típico fermentador agitado el hongo se multiplica por fragmentación 
del micelio. Bajo ciertas condiciones el micelio se enreda para formar esferas conocidas 
como "pellets", en las cuales el crecimiento apical prevalece en la superficie exterior. En 
una superficie de dos dimensiones, como una placa de agar, el hongo crece por 
extensión apical, de manera radial hacia un gradiente creciente de concentración. El 
crecimiento es lineal y depende del ancho de Ja zona periférica de crecimiento donde el 
crecimiento de la hifa es exponencial y parecido a las tasas de crecimiento específico 
{0.11- O. 15 h-1) observados en cultivos líquidos (Trinci, l 971a,b). 

En la mayor parte de las FSs, los materiales naturales forman una superficie compleja 
y de muchas caras que se resiste a una caracterización sencilla en cuanto a patrón y 
velocidad de crecimiento. El crecimiento también se caracteriza por extensión radial de 
la hifa en la superficie de la matriz sólida, pero la dirección y velocidad del crecimiento 
depende de la disponibilidad de nutrientes y la configuración geométrica de la matriz. 

La adhesión a la superficie juega un papel importante en el crecimiento y distribución 
del micelio. Muchos hongos filamentosos y levaduras secretan polisacáridos con 
propiedades adhesivas (Corpe, 1980) 

Una característica adicional en Jos cultivos de hongos es que los componentes 
celulares de un micelio o incluso de una sola hifa se encuentranen diferente estado 
fisiológico. La punta de la hifa contiene células jóvenes que se encuentran en Ja fase 
exponencial de crecimiento, mientras que las partes que no crecen contienen células con 
un metabolismo lento o aún células muertas (Moo-Young, et al., 1983). 

3.6.2 Aspectos Fisiológicos 
Los efectos fisiológicos del ambiente acuoso sobre la formación de biomasa y de 
productos por hongos filamentosos ha sido han sido intensamente estudiados en cultivo 
liquido sumergido (Berry et al., 1975; Bull & Bushnell, 1976). Sin embargo, hay poca 
información disponible sobre el efecto del ambiente sólido sobre los microorganismo en 
FS. Presumiblemente, estos efectos son similares a los de cultivo sumergido, 
modificados por Ja composición química y estructura fisica de los sustratos y por 
variaciones locales de temperatura, pH y concentración de nutrientes y gases disueltos 
(Mudget, 1986). 

Desde el punto de vista aplicado, la pregunta que surge es: ¿cuáles son las variables 
de proceso, en FS, que controlan el crecimiento y el metabolismo microbiano? 

Moo-Young et al {1983) indican que, en la práctica, las FS se controlan con: 
1) la aireación y el mezclado, 
2) el tamaño de particula, 
3) los nutrientes y 
4) los factores ambientales: • humedad, 
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Mudget (1986) sugiere 
adicionalmente: 

5) la densidad de inóculo. 

• la temperatura y 
•el pH. 
las mismas variables de proceso y considera 

En realidad estos son los mismos parámetros que se controlan en FSm (excepto la 
humedad y el tamaño de partícula). Sin embargo, esto no indica que se conozca bien su 
efecto en los cultivos sólidos, sino más bien el hecho de que se aplican directamente los 
conceptos de FSm. 

3.6.3 Efecto de los Factores Físicos 

3.6.3.1 Importancia de la Cantidad y de la Actividad del Agua 
En FS la capacidad de retención de agua del soporte determina la cantidad máxima de 
líquido presente en la fase sólida. Según Doelle (1985) la necesidad de agua de un 
microorganismo puede expresarse cuantitativamente refiriéndose a la actividad de agua 
(Aw). El valor de este parámetro es de 1 para el agua pura y disminuye con la 
concentración de soluto(s) (también con el número de iones formados y coeficiente 
osmótico molar de éste). La Aw se determina y define como la humedad relativa de la 
atmósfera gaseosa en equilibrio con el medio. En general, se puede decir que el 
crecimiento microbiano se puede dar en valores de Aw entre 0.6 y 0.99. 

El agua en materiales biológicos existe generalmente en tres estados, que pueden 
determinarse por medidas de isotermas de adsorción en las cuales el sólido absorbe o 
desorbe vapor de agua en equilibrio con la humedad relativa (actividad de agua) de la 
fase gaseosa. En una región monomolecular en la superficie, el agua está fuertemente 
unida a las superficies sólidas (5-10% de humedad en materiales agrícolas). En una 
región multicapa, más allá de la monocapa, el agua está menos fuertemente unida en 
capas sucesivas con estados progresivamente descendientes de energía. Después de la 
multicapa, el agua libre existe en una región de condensación capilar. 

La línea divisoria entre las últimas dos capas ha sido estimada por medidas eléctricas 
en sustratos agricolas amiláceos. La línea fue definida por un contenido de humedad de 
25 a 30o/o y una actividad de agua de 0.80 a 0.85, el límite inferior para el crecimiento 
microbiano (excepto para algunos microorganismos halófilos y osmófilos). 

El agua interviene en la constitución de los microorganismos, y en FS también en la 
difusión de enzimas, nutrientes y productos a través de la matriz sólida (Oriol, 1987). Es 
importante notar que el agua libre no debe ser demasiado abundante para no reducir la 
porosidad del material y en consecuencia disminuir el intercambio gaseoso. Por otro 
lado, se producen cambios en la humedad en el curso de la fermentación. Estos cambios 
son debidos a la evaporación y a la producción de agua por el metabolismo. 

Dada la importancia de la humedad del medio y la Aw en FS, varios autores han 
realizado estudios sobre estos dos parámetros. 

Oriol et al. (1988a) realizaron estimaciones sobre el agua total, el agua consumida y 
el agua residual en FS de harina de yuca (amiláceo). Un cálculo teórico, basado en la 
ecuación de Ross, indicó que la actividad de agua del sustrato descendió a 0.85 al final 
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del cultivo. Los autores interpretaron esto como la causa por la que el crecimiento se 
detuvo. 

Por otro lado, Sato et al. ( 1983) desarrollaron un modelo matemático para estudiar el 
crecimiento de de micoorganismos en FS utilizando como soporte pulpa de madera 
impregnada de medio de cultivo. Los resultados con Candida lipolitica mostraron el 
aumento de la velocidad especifica de crecimiento está directamente ligado al aumento 
de la humedad del medio de cultivo así como a la humedad relativa del aire que pasa a 
través del fermentador. 

Oriol et al. (1988b) realizaron estudios con A.niger en FS usando bagacillo de caña 
con medio absorbido. Los autores encontraron que al variar la humedad inicial entre 40 
y 75 %, pero manteniendo constante la Aw (0.97) no se modificó µ {0.4 h-1). Sin 
embargo, al modificar Aw (y la humedad inicial) entre 0.9 y 0.986 con diferentes 
concentraciones de glucosa. la velocidad específica de crecimiento varió entre 0.19 y 
0.54 h-1. Claro que la cantidad de biomasa generada fue mayor en los medios más 
concentrados, sin embargo, el rendimiento Yx/s no se modificó apreciablemente. El 
impacto más importante fue sobre el tiempo de germinación, el cual varió entre 5 y 20 h. 

3.6.3.2 Tamafto de Particula 
Generalmente se considera que los tamai'íos de partícula pequeños proveen una gran area 
superficial para la transferencia de calor e intercambio de gases. Esto también resulta en 
mayores concentraciones superficiales de nutrientes y vías más cortas para la difusión de 
éstos, tanto en la superficie como en los poros del sustrato (Mudget, 1986). Por otro 
lado, un tamaño de partículas menor resulta en una mayor densidad de empaque y en 
una concomitante reducción del espacio vacío entre partículas, lo cual tiende a reducir el 
area de transferencia de calor e intercambio de gases con la atmósfera circundante, a 
menos que haya mezclado en el proceso. Se puede pensar que habría un límite inferior 
en el que la transferencia de calor y de gases limitaría el proceso, y un límite superior en 
el que la transferencia de nutrientes sería limitante. 

Aparte de estos aspectos teóricos, el tamaño de partícula ha sido sugerido por 
Hesseltine (1977a,b) como una de las variables de proceso principales para el desarrollo 
de un proceso de FS. 

3.6.3.3 Erecto del Ambiente Ga.eoso 
Las presiones parciales de COz y 02 (pCOz y p02) del ambiente gaseoso de una FS son 
factores importantes para el crecimiento y la formación de producto (o el desarrollo). El 
Oz debe ser suficiente para no limitar el crecimiento. Esto depende del flujo de gas en la 
masa de producto, la velocidad de transporte del Oz en el medio y de la velocidad de 
consumo de por los microorganismos (Raimbault, 1980). 

Para Moo-Young et·a/. {1983) la transferencia de gas puede ser efectuada por los 
siguientes mecanismos. 

* La transferencia interpartícula relacionada con el intercambio de gases y 
humedad (masa) y calor entre la atmósfera del espacio vacío inter-particula (o 
porosidad) y el sólido. Esta porosidad es función tanto de la naturaleza ·del material 
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utilizado como de la cantidad de líquido absobido y del grado de desarrollo del cultivo 
(Auriaetal., 1993). 

• La transferencia intraparticula relacionadad con la difusión de 02 y COz (en 
general materia y energía) entre la interfase sólido-gas y el interior de la matriz sólida. 

En FS, la aireación es un factor que asegura diferentes funciones. 
a) el aprovisionamiento de 02 para el cremiento aerobio y metabolismo, 
b) la regulación de la temperatura, 
c) eliminación de C02 y ciertos metabolitos volátiles. 

Varios autores han puesto en evidencia el efecto de la composición en C02 y 02 sobre 
el metabolismo microbiano cultivado en FS. Bajracharya & Mudget (1980) encontraron 
que el crecimiento de Aspergillus orizae era insensible a p02. pero sensible al pC02. 
Ulmer et al. (1981) encontraron que la producción de biomasa por Chaetomium 
celulolyticum en FS de fibras de estiércol no estaba limitada por oxígeno sino que 
dependia de la ventilación del C02. Una alta pC02 también deprimió la producción de 
amilasas en FS de arroz, pero observaron efectos positivos por una alta pOz sobre la 
producción de amilasas (Bajracharya & Mudget, 1980). Una aireación mayor estimuló la 
producción de a-glucosidasa e invertasa en FS de salvado de trigo con Aspergillus 
awamori (Silman, 1980). 

Por otro lado, Narahara et al. ( 1982) obtuvieron mejores rendimientos de enzima con 
una baja pC02 (2-5%). 

Para controlar el ambiente gaseoso de las FSs se utiliza la aireación y el mezclado. 
Sin embargo, muchas FSs son sensibles al corte y no pueden ser agitadas vigorosamente 
o, en algunos casos, no es posible mezclarlas. Esto es especialmente importante en fases 
tempranas del cultivo (Underkofler et al., 1947). La sensibilidad al mezclado es 
atribuida a la ruptura del contacto sustrato micelio, particularmente para organismos con 
enzimas unidas al micelio para la hidrólisis de polímeros sólidos. 

Sin embargo, el mezclado en agitadoras de matraces ("shakers"), o en reactores 
rotatorios con circulación de aire precondicionado es usado en algunos procesos para 
enzimas (Toyama, 1 976) y ha sido particularmente útil en producción de micotoxinas 
(Hesseltine, 1977; Knapp & Howell, 1980; Silman, 1980). 

3.6.3.4 Temperatura 
En FS la generación de calor por la actividad metabólica de los microorganismos puede 
provocar una elevación de la temperatura en el fermentador y plantear un serio 
problema. (Hesseltine, 1987). Esto se debe a la elevada concentración local de sustrato y 
de microorganismos, al bajo contenido de agua, complicado con la ausencia de 
mezclado en FSs estáticas así como a la débil conductividad térmica de los materiales 
biológicos (Moo-Young. et al, 1983; Grajek, 1988; Bastrow et al, 1988; Saucedo
Castañeda, 1 991 ). 

Con el objeto de resolver el problema, varios autores han establecido estrategias para 
la regulación de la temperatura. La mayor parte de ellas usan una convección forzada de 
aire a través del fermentador. Otros han utilizado las propiedades refrigerantes de la 
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evaporación del agua para controlar automáticamente la humedad y la temperatura 
(Gervais & Bazeline, 1986; Bastro-w et al, 1988; Durand& Chero-w, 1988; Saucedo
Castañeda, 1991). 

3.6.3.SpH 
El pH global de la fase líquida de una FS puede ser considerablemente diferente de los 
niveles locales de pH en la superficies sólidas cerca de las cuales ocurre la mayor parte 
de la actividad biológica, debido a efectos de carga superficial y equilibrio iónico 
modificado por efectos de transporte de solutos (Mudget. 1986). aunque no hay un 
procedimiento estándar para medir el pH, un procedimiento general es determinar el pH 
global después de suspender una muestra en un volumen de agua 1 O veces mayor (Oriol, 
1987). 

3.6.4 Efecto de lo• Factore• Nutricionales 
Los Cactores nutricionales son usualmente limitantes en el crecimiento de los 
microorganismos (Rhigelato, 1975). En materiales sólidos esta limitación es mucho más 
severa debido a las limitadas tasas de difusión del sustrato y del limitado acceso del 
hongo a éste. 

En realidad, hay una gran Calta de estudios sobre este tema, seguramente debido a que 
la mayor parte de los procesos estudiados se realizan en sistemas donde el sustrato y el 
soporte son el mismo. La mayor parte de estos materiales son amiláceos como granos y 
raíces; o lignocelulósicos como paja y madera. De esta manera, el medio es ya adecuado 
para el crecimieto o se balancea con fuentes de nitrógeno y Cósforo. Moo-Young et al. 
(1983) consideran que el amplio rangos de relaciones C/N óptimas en dif"erentes 
procesos de FS indica que la disponibilidad de la Cuente de carbono o nitrógeno puede 
ser más importante que la relación en sí. También que los altos valores C/N utilizados, 
junto con bajas tasas especificas de crecimiento sugieren una reutilización del nitrógeno 
por procesos autolíticos. 

En FS de yuca con A.niger se encontró una concentración crítica de nitrógeno 
(0.75%), por arriba de la cual el crecimiento declinaba rápidamente (Carrizales et al., 
1981). El tipo de fuente de N es critica en algunos procesos de FS. Mushikova et al. 
(1978) eran capaces de cambiar la relación de pectinasas, amilasas, hemicelulasas y 
proteasas producidas por A.awamori cambiando la relación de salvado de trigo con 
cabezas de remolacha. 

Es interesante el hecho de que para algunos hongos "bro-wn rot", el crecimiento y la 
degradación de lignina no procede sin una suplementación de una Cuente carbono de 
Cácil asimilación i.e. cometabolismo (Horvath, 1972). 

3.6.5 Tamafto de lnóculo 
En general, las FSs se inoculan con altas concentraciones de esporas. Mudget (1986) 
indica que es necesario optimizar la densidad de inóculo y considera que una densidad 
demasiado baja puede dar insuficiente biomasa y permitir el crecimiento de organismos 
indeseables; una densidad demasiado alta puede producir demasiada biomasa y agotar 
los nutrientes necesarios para la Cormación de producto. 
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Saucedo-Castañeda (1991) estudió el efecto del tamaño de inóculo {de 5.7 X 107 a 
3.6 X 103 células/mi) sobre el crecimiento de una levadura en FS de bagacillo de caña 
con medio absorbido. Se observó que la fase de latencia o lag diminuyó al aumentar el 
tamaño de inóculo. También la velocidad específica de crecimiento µ aumentó al 
incrementar la densidad de inóculo (en realidad se estabilizó en 5.8 X 105). mientras que 
la biomasa final pareció menos sensible a este factor. 

Los experimentos deOriol et al. (1988b) confirman estos resultados (disminución de 
la fase de latencia), utilizando tasas de inóculos de 5.8 X 105 a 109 esporas de A.niger 
por g de bagacitlo de caña. Es interesante destacar que a esas concentraciones de esporas 
se ha observado un efecto inhibitorio de la germinación en medio líquido (Barrios
González et al., 1989). 

3. 7 Metabolitos Secundarios 
Actividad antimicrobiana ha sido detectada en cepas de Rhizopus y Actinomucor 
utilizadas en fermentaciones tradicionales de alimentos orientales (Wang et al., 1972). 

Hesseltine y colaboradores, en el Departamento. de Agricultura de Estados Unidos 
(Norther Regional Research Laboratories), adaptaron del sistema koji de FS de granos 
para producir micotoxinas en concentraciones mucho más altas que en FSm (H:esseltine, 
1977a,b). Los autores explican que les encomendaron la producción de grandes 
cantidades de la toxina para pruebas de campo. Obviamente, lo primero que intentaron 
fue producirlas en FSm, con resultados altamente insatisfactorios. Después aplicaron la 
metodología del koji de arroz con mucho mejores resultados. Sin embargo, un 
incremento sorprendente en producción sobrevino cuando, por alguna razón, incubaron 
un matraz con el arroz inoculado en una agitadora {200 r.p.m.) como si contuviera 
medio líquido. Se obtuvieron concentraciones impresionantes de aflatoxinas de hasta 1.5 
g/kg. El método fue adoptado por este grupo para producir micotoxinas de varios 
géneros y especies con excelentes resultados. Concentraciones similares de ocratoxinas 
fueron producidos con algunas especies de Aspergillus cultivadas en trigo (en maíz la 
producciones fueron menores) (Hesseltine, 1972). 

La ocratoxina ha sido producida en concentraciones de hasta 2.4 g/kg. de sólidos en 
trigo, utilizando un fermentador rotatorio de cuatro compartimentos o cámaras, con 
deflectores que elevan y dejan caer el grano en cada revolución (Lindenfelser & Ciegler, 
1975). La mayor velocidad de agitación probada (16 r.p.m.) dio la mayor producción, 
pero requirió 12 a 19 días para alcanzar la producción máxima. A 1 r.p.m., producciones 
habituales de 2.3 y 2.5 g/kg. se obtuvieron en 8 a 9 días. En cultivo estático se 
obtuvieron concentraciones de sólo 0.1 y 0.2 g/kg. de sólido. Hesseltine (1977a,b) 
resume las ventajas del mezclado en la producción de micotoxinas como: a) efectiva 
distribución del inóculo de esporas; b) mantenimiento de la homogeneidad y prevención 
de la formación de "pellets"; c) mejora la aireación y d) facilita la transferencia de calor. 

En la investigación sobre la producción de micotoxinas en FS se distinguen dos 
épocas. La primera es la desarrollada por el grupo de Hesseltine desde finales de los 
años 60 y durante la primera mitad de los años 70. Estudiaron la producción de varias 
micotoxinas en FS usando diferentes granos y forrajes como alfalfa. Su método de 
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producción de micotoxinas en sólido se volvió clásico. Las variables de proceso más 
importantes que manejaron son: 

1) selección del substrato que son los granos. Hesseltine sugiere arroz completo o sin 
cáscara. cebada y trigo. maíz y frijol soya. 

2) pretratamiento que incluye remojo y cocción. También incluye la abrasión ligera 
de la cubierta del grano "pearl" para cebada y trigo y fraccionar los granos de maiz y 
soya en cinco o seis pedazos. 

Hesseltine sugiere que: 
1) el tamaiio de partícula debe mantenerse en un rango limitado para prevenir 

aglomeración de los granos; 
2) la humedad debe mantenerse baja para prevenir contaminación; 
3) los granos deben ocupar un volumen relativamente pequeño del volumen total del 

recipiente. 
La segunda época se desarrolló durante la segunda mitad de los años 70, en el MIT 

de Boston con el grupo del Dr. Demain. Este grupo estudió la producción de otras 
micotoxinas en el sistema de FS arriba mencionado. Inicialmente produjeron 
citocalasina E Gunto con 2 agentes tremorogénicos) con A. clavatus en FS de cebada 
(Demain et al.. 1977). En estos casos las producciones obtenidas f"ueron menores. En el 
caso de la citocalasina E. obtuvieron 35 mg./kg. junto con 80 mg./kg de tremorógenos. 
Es interesante notar que la producción en cultivo agitado (200 r.p.m.) f"ue tres veces 
superior a la producida en cultivo estático con arroz. Posteriormente produjeron ácido 
ciclopizónico con A. flavus (Luk et al.. 1977). malf"ormina C con A. niger (K.obbe et al .• 
1977) y cicloclorotina. un hepatotóxico producido por Penicillium islandicum (Ghosh et 
al .• 1978). 

En estos estudios se notó que la agitación no favorecía la síntesis de algunas toxinas 
y. en general. procesos relativamente complicados de extracción. 
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m.- OB.JETJVOS 

Al comenzar esta tesis, se observó que la aplicación de la FS a la producción de 
metabolitoa secundarios de alto valor agregado seria de gran utilidad en muchos campos. 
También, que las productividades de ciertas f"ermentaciones industriales en FSm han 
incrementado de manera logarítmica en un periodo de varias décadas. Tales incrementos se 
han debido, en parte a la investigación en fisiología, bioquimica y genética microbiana y en 
parte a la investigación en ingeniería (Demain, 1977). 

Sin embargo, aunque los efectos del ambiente acuoso sobre la fisiología microbiana han 
sido ampliamente estudiados en cultivo sumergido, hay poca inrormación sobre el efecto 
del ambiente sólido sobre el crecimiento microbiano y menos aún sobre la idiorase. 

Dada esta situación, una aproximación prometedora a la FS en general, y a la 
producción de metabolitos secundarios en particular, parecia ser el ampliar y profundizar 
los estudios básicos, a diferentes niveles (fisiológico y genético), sobre el comportamiento 
microbiano en medio sólido. Mediante su conocimiento, seria posible desarrollar procesos 
de FS mis productivos. 

Sólo después de esto será posible evaluar adecuadamente los alcances y ventajas de la 
FS y, sobre todo, compararla de una manera objetiva con el m6todo convencional de FSm. 

Dada su importancia económica y a lo bien estudiado que esta su fisiología, bioquimica 
y genética, se tomó la penicilina como modelo de metabolito secundario. 

Se realizaron estudios sobre el efecto de diferentes ractores ambientales, nutricionales y 
gen6ticos sobre la síntesis de penicilina en FS en soporte impregnado. En el caso de 
algunos ractores, se realizaron estudios comparativos FS vs FSm. 

l. Objetivo General 

Determinar el erecto de varios factores flsicos, nutricionales y genéticos sobre la 
producción de penicilina en FS en soporte (y establecer comparaciones con su efecto en 
FSm), con el fin de establecer los ractores que la controlan y de comprender las 
particularidades de su funcionamiento (principios básicos). De esta manera tener una idea 
de los niveles de producción que se pueden obtener y el camino para incrementarlos. 

2. Objetivos Particulares 

1) Evaluar el efecto de algunos factores ambientales sobre la producción de penicilina en 
FS: a) relación de los componentes del medio sólido (nutrientes/agua/soporte), tamafto de 
particula del•soporte, densidad de empaque y mezclado. 

2) Comparar el erecto (regulatorio) de la concentración de glucosa en el medio sobre la 
sintesis de penicilina en FS y FSm. 

3) Establecer qué tipo de cepas son más productivas en FS. 
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HIPÓTESIS 

La hipótesis a probar en el presente trabajo es entonces, que la producción de metabolitos 
secundarios en FS es af"ectada de f'onna importante, o controlada, por f'actores ambientales 
(relación agua I nutrientes I soporte), t&JDaño de .partlcula del· soporte, densidad de 
empaque y mezclado), nutricionales (concentración de glucosa) y genéticos. 

En este trabajo se presentan los estudios sobre el ef'ecto de factores ambientales, 
constituidos por el artículo A, seguido por resultados que no han sido publicados aún 
(efecto de los constituyentes: nutrientes/agua/soporte) y el articulo B. Poaterionnente, se 
exponen los estudios sobre el efecto de los f"actores nutricionales (fuente de carbono y 
regulación de la síntesis). Finalmente se presenta el estudio sobre los factores genéticos 
(efecto de la c:epa), en fonna del articulo C. 
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VI.- MÉTODOS 

1. Microorganismos 
En este estudio se utilizaron las siguientes cepas de Penicillium chrysogenum: Wisconsin 
S4-12SS; ASP-78, R-8. P2 (ATCC 48271) y mutantes generadas de estas cepas. En una 
parte se utilizó una cepa industrial: CmIOSA (Barrios-González et al .• 1993c). Para 
bioensayo se utilizó Baclllus subtilis ATCC 6633. 

2. Jt,ledios de cultivo 
2. 1 B. subtilis se cultivó en medio de esporulación; peptona 8 gil; extracto de carne 

3 gil; Ca c13 105 M. a 300C. Se utilizó triptosa soya agar l % para el bioensayo. 
2.3 Medio de esporulación para P. chrysogenum. Las cepas se conservaron 

liofilizadas y, los cultivos de trabajo fueron mantenidos en congelación a -200C en varios 
eppendorfs con una solución de glicerol al 25o/o. Las esporas para cada experimento fueron 
producidas a partir de un eppendorf con el que se inocularon matraces con medio de 
esporulación (Power) Barrios-González, et al. (1993b). En estudios de las secciones 1.2, 
2.2 y 3.4 de Resultados, se produjo el inoculo directo de una ampolleta de liofilizado. 

2.4 Medios para la FSm. Los medios complejos de crecimiento y producción fueron 
los reportados por Somerson, et al. (1961), los cuales se utilizaron para cepas P-2, R-8 y 
Wisconsin. Para ASP-78, los medios reportados por Luengo et al. (1980). El medio 
utilizado con la cepa de CIBIOSA es el que llaman medio diluido de producción y es 
utilizado por la empresa para realizar fermentaciones rápidas para evaluar materia prima. 
Esta compuesto de lactosa. phannamedia. agua de cocimiento de maíz y Ca C03 en 
concentraciones similares a las de los otros medios. 

Para los experimentos de regulación se utilizó el medio definido de Jarvis &. Johnson 
(1947) como medio de crecimiento (para la FSm). Como medio de producción se utilizó el 
medio definido reportado por Luengo et al. (1979) con las siguientes modificaciones. Se 
eliminó la sacarosa y se substituyó el sulfato de cobalto por cloruro de cobalto, 
manteniendo constante la molaridad del cobalto. De igual manera. la etilarnina se 
substituyó por dietilamina. en una relación equimolecular de amina. La concentración de 
fenilacetato se fijó en 0.2%. 

2.5 Medios para la FS. Los medios usados para impregnar el soporte sólido para FS 
fueron una modificación de los medios de producción mencionados anteriormente. Se 
duplicaron las concentraciones originales de los medios de producción, se agregó 1.4 % de 
glucosa y la concentración de ácido fenilacético se fijó en 0.4%. El pH del medio liquido se 
ajustó a 6, de manera que al impregnarlo en el bagacillo dio 6.S. Cuando el texto menciona 
cantidad o concentración de nutrientes, esto se refiere a la suma de todos los ingredientes 
agregados al medio liquido con el que se impregnó el bagacillo o soporte. Estos, junto con 
el soporte constituyen los sólidos del medio. 

3. Producción de Penicilina 
3.1 Producción de Penicilina en FSm y Cilindro de Agar. La producción en 

cilindros de medio (Power) con agar, así como las fermentaciones en medio liquido 
(matraz agitado) se realizaron como se describió anteriormente (Barrios-González. et al. 
l993b). 
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3.2 Producción de Penicilina en FS. Los cultivos sólidos se realizaron bajo 
condiciones no asépticas, de Ja manera descrita por Barrios-González. et al. (1988). Para 
cada experimento se abrió una ampolleta de la cepa Jiofillizada, con la cual se inoculó el 
medio de esporulación. Una vez esporulado el cultivo, se suspendieron las esporas en agua 
(estéril). con las cuales se inoculó el medio .líquido estéril (106 esporas por mi) utilizado 
para impregnar el soporte (bagacillo de cafta). Los reactores tubulares se empacaron con 12 
g de medio sólido húmedo. El bagacillo fue previamente molido y tamizado (10-30 mesh, a 
menos que se especifique otro tamafto) antes de la esterilización. La densidad de empaque 
fue de 0.3 (a menos que se especifique ptra). La temperatura de incubación fue de 25 oc y 
la velocidad de aireación de 2 Jlh por columna (O. 17 J/h•g de medio húmedo). 

La principal variable fue Ja producción de penicilina. aunque también se determinó Ja 
humedad. el pH y la concentración de azúcares reductores o de glucosa. En algunos casos 
se determinó la concentración de biomasa por el método gravimétrico. Esta última 
determinación dio resultados reproducibles y consistentes, aunque dif'erentes a los 
obtenidos en respirometrfa, por lo que se Je consideró poco confiable. En algunos 
experimentos se determinó la actividad de agua en las muestru del tiempo cero. En Ja 
mayor parte de Jos experimentos se cuantificó la concentración de 02 y C~ a Ja salida de 
los" reactores. En todos los casos se realizaron cinéticas completas de estas variables, 
aunque en ocasiones sólo se menciona la producción máxima. 

"El muestreo se hizo generalmente por duplicado (en ocasiones por triplicado) y cada 
experimento se repitió al menos dos veces. 

4. Métodos Anallticos 
La extracción de la penicilina del medio sólido se realizó con solución amortiguadora de 
f'osf"atos como se reportó anteriormente Barrios-González, et al. (J993b). La penicilina se 
cuantificó por bioensayo y en ocasiones también por HPLC, en la Forma descrita en la 
misma reJ'erencia. 

La extracción y cuantificación de azúcares reductores (Método de MiUer) se realizó de 
Ja manera ya descrita (Barrios-González et al., J 988). excepto que en el resto del trabajo Ja 
detenninación se hizo del extracto para cuantificación de penicilina. De esta misma 
muestra se cuantificó la glucosa. en Ja parte de regulación, por el método de Ja glucosa 
oxidasa en un autoanalizador. 

Para determinar la concentración de biomasa (método gravimétrico) se pesó el 
contenido total de la columna y se lavó en un bucbner para eliminar Jos nutrientes. 
Posteriormente se pesó una parte representativa (4 g) para calcular el incremento en peso 
del bagaciUo seco. 

En estos experimentos la actividad metabólica se siguió por medio de un respirómetro 
automático computarizado. que determina la producción de C~ y el consumo de ~- En 
realidad la concentración de estos gases a Ja salida de los reactores, a tiempos 
predeterminados (generalmente l h), en reactores predeterminados (usualmente 6). El 
equipo consta de cromatógrafo de gases (Gow Mac®) con muestreador automático de 
movimiento neumático, conectado a un controlador marca Vici®. el cual es manejado por 
una computadora con el programa Maxima de Waters®. Los cromatograrnas y datos 
integrados y transJ'ormados en concentración son almacenados "en el disco. 

38 

¡ 

1 

1 
1 



Estas mediciones de respiración son muy precisas y se pueden graficar corno la 
velocidad de respiración (producción de C02 por ejemplo) =dC02/dt•g de materia seca ó 
en f"orma integrada (método del trapecio según Sauceda-Castañeda, 1991) corno 
producción total C02 total/g (ó por columna). la cual indica la actividad catabólica y es, 
teóricamente, paralela a la curva de crecimiento (siempre y cuando el coeficiente de 
mantenimiento "rn" sea constante). Aunque no se conoce este coeficiente. estas curvas 
resultan por el momento el mejor indicador del crecimiento. De estas cinéticas se 
determinó el tiempo de germinación y en algunos casos {pendiente de log [] vs t) la 
velocidad específica de producción de C02 (µ). 

La actividad de agua se determinó en medio (inoculado) del tiempo cero con un 
Decagon®. Las mediciones microscópicas con un microscopio óptico acoplado a una 
cámara de video y a una computadora con el programa Imagina de Biocon® (procesador
digitalizador de imágenes). 
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RESULTADOS 

Los resultados de esta tesis se dividieron en tres secciones: 1. Factores Ambientales; 2. 
Factores Nutricionales y 3. La Cepa y el Nivel de Producción. 

Gran partede estos resultados se encuentran en tres artículos (A. D y C) de manera 
que se presentan estos artículos antecedidos por una traducción de su parte de resultados. 
En en algunos casos los artículos son precedidos por resultados inéditos sobre el mismo 
tema. 

Para f"avorecer la claridad, a continuación se da un resumen de Ja organización y en el 
contenido de este capítulo. 

Reaumen y Estructura de Resultados 

1. Factores Ambienta/es 
1. 1 Producción de Penicilina por FS. (Barrios-Gonzalez, et al., 1988), en el que se 
utiliza la cepa P.chrysogenum Wisconsin 54-1255 y: 

1) se demuestra que es posible producir penicilina por FS en soporte y que el 
producto y otros componentes del medio pueden extraerse y cuantificarse. 

2) el hongo muestra un comportamiento dif"erente en FS en relación a la FSm. Es 
decir, le f"avorece un medio más concentrado en FS. 

3) se encuentra que la humedad inicial tiene un f"uerte impacto sobre el nivel de 
producción obtenido. 

4) bajo las condiciones usadas, la producción de penicilina en FS es varias veces 
más alta y obtenida en tiempos más cortos. 

1.2 Ef"ecto de Ja Relación de los Constituyentes (soporte, nutrientes y agua) sobre la 
Producción de Penicilina en FS. 

Resultados inéditos con la cepa P-2, en Jos que se reconoce que un mismo valor de 
humedad o concentración del medio sólido puede representar dif"erentes combinaciones 
de los tres constituyentes principales: (nutrientes/bagacillo/agua) y posiblemente dan un 
resultado distinto. Estos resultados pueden resumirse en: 

l) la producción de penicilina bajo dif"erentes condiciones se representó como una 
superficie de respuesta f"ormada por combinaciones de Jos tres componentes 
principales del medio sólido (nutrientes/bagacillo/agua) y cuya variable de 
respuesta (Z) es Ja producción máxima de penicilina lograda en esas condiciones. 

· 2) se encontró que ni la actividad de agua (concentración del medio) ni la humedad 
inicial controlan la producción de penicilina directamente, sino la relación entre·el 
soporte (bagacillo) y los otros dos componentes. 

3) las mayores producciones se obtuvieron en la zona de alto relación 
nutrientes/soporte (2 g/g) y menor relación agua/soporte (5 g/g) y otro en la región 
de alto agua/soporte (7) y menor nutrientes/soporte (1.5). 



1.3 Efecto del Tantafio de Partícula del Soporte, Densidad de Empaque y Agitación 
sobre la Producción de Penicilina en FS. Trabajo publicado (Barrios-González et al., 
J993a) en el que se utiliza la cepa P.chrysogenum Wisconsin 54-1255 y se encuentra 
que: 

1) El tamaño de partícula del bagacillo no afecta la producción de penicilina. 
2) Los cultivos más empacados (0.35) muestran una mayor producción del 

antibiótico (45%). 
3) El mezclado (una vez cada 24 h) no tiene un efecto negativo sobre la producción 

si se restituye el agua que se va perdiendo en cada operación. 
1.4 Efecto del Mezclado sobre la Producción de Penicilina y Actividad Metabólica de 
P.chrysogenum P-2. 

Resultados inéditos relacionados con el efecto del mezclado en una FS con una cepa 
de mayor nivel de producción (P-2). 

2. Factores Nutricionales (Efecto de la Glucosa sobre la Producción de Penicilina en FS 
yFSm. 

Estos resultados inéditos indican que la glucosa tiene un efecto regulatorio similar en 
FS y enFSm. 

3. La Cepa y el Nivel de Producción 
Constituido enteramente por un trabajo publicado (Barrios-González, et al.,· l 993b), con 
el titulo Desarrollo de Cepas de Alta Producción para FS. Se utilizaron cinco cepas con 
diferente nivel de producción (en FSm) y mutantes provenientes de ellas. 

l) Se encontró que las cepas que más producen en FSm tienden a ser las que más 
producen en FS. 

2) Sin embargo, estas cepas tienden a ser menos eficientes para producir en FS, en el 
sentido que producen menos veces más en FS que en FSm (menor producción 
relativa) 

3) Se diseftó un método para seleccionar mutantes de alta producción de penicilina, 
especiales para FS. 

l. Factores Ambientales 

1.1 Traducci6n de Resultado• del Articulo A: "Producci6n de Penicilina por 
Fermentaci6n Sólida". 

Se reali7.aron dos FSs simultá."eas, una fue inoculada con esporas y otra con micelio de 
P.chrysogenum NRRL 1951. Una pequei'la producción de 6 U/mi fue obtenida en el 
primer cultivo, mientras que el segundo no produjo nada. Debido a esto, se utilizó 
inoculo de esporas en el resto del trabajo. 
Concentración del Medio 

Se estudió el efecto de la concentración de los nutrientes del medio (multiplicación 
de la concentración de los ingredientes) en FS utilizando a la cepa Wisconsin 54-1255 
N. Para mantener la humedad inicial (In) constante, el incremento de nutrientes fue 
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compensado con una disminución en bagacillo. Esto resultó en grandes diferencias en 
tonicidad del medio pero pequeñas diferencias en relaciones bagacillo/agua. 

La Fig. 1-A muestra la producción máxima obtenida en fermentaciones utilizando 
diferentes concentraciones de medio. Se observa que, en FS, el medio 2X soportó una 
producción 5 veces mayor que el resto. En FSm inoculada con micelio, el incremento de 
la concentración del medio tuvo un efecto adverso en la producción, mientras que 
ningún efecto significativo fue observado en FSm inoculada con esporas. 

En FS la producción de penicilina comenzó a las 24 h en todos los casos excepto en 
el medio 4X (48 h). Cuando las concentraciones de aceite y de precursor también fueron 
multiplicadas la producción no mejoró y el mejor resultado fue obtenido con el medio 
X. 

Se realizaron fermentaciones utilizado el medio 2X y diferentes lll. Para ajustar la fil 
a diferentes valores y mantener el contenido de nutrientes constante en 2X, se disminuyó 
el contenido de bagacillo. Esto resultó en grandes diferencias en HI (60, 70, 73 y 78%) y 
en relaciones bagacillo/agua. pero pequeñas diferencias en tonicidad del medio. La Fig. 
2-A muestra cómo la humedad se eleva ligeramente durante las fermentaciones, pero 
conservando las diferencias iniciales entre tratamientos. 

En el intervalo estudiado, la HI no afectó el tiempo de inicio de la producción, pero 
tuvo una importante influencia en la producción de penicilina alcanzada y en su 
estabilidad. Se obtuvo una producción máxima de 800 U/mi en 46 h utilizando 70 y 73 
% delil. 

Las cinéticas de consumo de azúcares mostraron una forma similar en la que se 
pueden distinguir 5 etapas: a) incremento de los azúcares reductores (hidrólisis de 
sacarosa residual del bagacillo); b) consumo rápido; c) consumo lento (probablemente 
representa el consumo de lactosa), que correlaciona con la fase de baja tasa de 
producción de penicilina; d) consumo rápido (en 70 y 73 % de IIl). prácticamente 
agotando los azúcares, lo cual correlaciona con la fase de alta tasa de producción; 
consumo moderado en 60 y 78% de HI, con degradación total de penicilina en el 
primero y parcial degradación en el segundo; e) un consumo relativamente rápido en 
78% acompaftado de una alta tasa de producción, mientras que un rápido consumo sin 
producción se observó en 60%. 

Comparación FS vs FSm 
Se comparó el comportamiento de varias fermentaciones sólidas y líquidas (Tabla 1-

A). Se observó que la media de la producción en FS fue l 7 veces mayor que la de medio 
líquido, y alcanzada en una tercera parte del tiempo. Un cálculo aproximado reveló que 
el rendimiento (Yp/s) íue 7 veces mayor en FS. Finalmente, la FS mostró una 
productividad volumétrica 8.7 veces mayor. 

En FS (en soporte impregnado) y determinar sus ventajas sobre la FSm. Una vez 
adaptado el sistema se evaluó el eíect de la concentración de nutrientes así como el de la 
humedad inicial. 

Este es el único estudio, de los que componen la tesis en el que se utilizó el medio de 
producción (complejo) de Sylvester & Coghill (1954). 
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SUMMARY Penicillin was produced by a non-s1erile solid Slate 
fermentation (SSF) on baaasse imprecnated with cuhure me«!ium. The uae · 
of concentrated media areatly enhanced the antibiotic production in thia 
system. lt was observed that adequate initial moistul'e conrent (70") of 
the impreanated sol!d medium results in hieher production. A compadson 
between salid and liquid fermentalion showed superior )tield and 
productivity. 

INTRODUCTION 

Solid state fermen1a1ion (SSF) is an old method that """ been revaluated 
and modernized lately lo produce protein and eni:ymcs (Aidoo et al •• 19112). 
Severa! mycotoxins have been produced in very high quantities ~ on 
grains and other a,::ricuhural produc1s (Hcsschinc" 1972), and a. salid 
fcrmcntation process for gibbcrellic acid produclion has been 1epor1ed 
(Kumard & Lonsane, 1987). 
In 1980 Raimbauh & Alazard developed a melhod lo study funaal growth in 
solid fermentation, whích permils irnprovcd control of cullure condi1ions. 
This technique has been uscd in thc dcvclopment of a process for protcin 
enrichment of cassava by SSF (Rain1bault et al., 1?8S). ll has also been 
applicd in the dcvelopmen1 of sirnilar procéS'S'Cs to produce: cellulases 
(Roussos, 1985). pectinascs (Trcjo. J98S). and aflaroxins (Oarrios-González 
c1 al., 1966). Some of thcse rcsults have been scaled up to 30 Kg. in 
iC'aéiors with diffcrC"nt con(iguration (Huerta et al ... 1986) .. 
Recent studics explorcd rliffcrent SSF systems;-¡;aí1icularly the use of inert 
supports impregnated with liquid media.. This system has been patented 
(Barrios-González et al •• 1988) and charac1erized by Oriol et al., (1988). 
The objectives o( ilUSwork were to evaluatc 1he possibility""""'"'OT"""producing 
penicillin by 1his SSF system and determine its advantagcs, if any, over 
1he convcntional LF onc. 

METHODS 

Microoraanisms: Penicillium cht~ogenum NRRL 1951 was used in 
initial experiments and a reasolate O P .. chrysoaenum Wis 54-1255 which 
was called Wis 54-125$ N, was used in the rest of the work. Strains were 
maintained in soil cultures. 

Pretreat1nent of raw material.. Sugarcane bagasse, free from sugar 
was obtained and prepared as prcviously described (Oriol e1 al., 1988b). 

Preparalion of sporc inoculum.. Spores were obtained lrom flasks wilh 
POA medium incuLated at 27t,C; for a wcek and suspended in sterile waler. 
An iooculum siz.e of 0 .. 5 X 10 /mi wa.s used in all expedments .. 

Liquid fermentation. Submerced culture was performed in 250 mi .. 
erlenrr.eyer flasks with SO mi of production medium repor1ed by Sylves1er • 
Coghill (1954) (in g/I): corn sueep liquor 30, lactose 30, glucose S.O, 
Caco3 3.0, lard oil 1.87, phenyl-acetamide O.OS, NaNO:J l.O, ZnS04 0.044, 
MgS04 0.25, pH adjusted al S.S. This medium was ine>eulated witll spores 
or with mycelium and incubatcd at, 26ºC in a rotary shaker at. 2SO rpm .. 
Mycelium was obtained f rom a 3 day shake flask culture with the following 
medium: glucose 20 g/I. :o • .:rose 6.8 g/I, (NH ) SO lS g/I, KH P04 9.0ll 
g/I, CaCO:J ].O g/I, ZnS04 0.02 g/I. CuS04 o.'tlíl5 c1t, MgS04 o.i5z S/I. pH 
adjusted a"t 5 .. 0.. In both cases, two flaskS were collected al every 
sampling time. 
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Solid statc fe..-mentation. The culture was achieved undcr non-ascpr:ic 
conditions ns previously described (n.aimbnuh & l\lnzard, 1980). Column 
(ern•entors contnining J 1 g. oí moistencd and inoculated support y.,erc 
incuba.ted io a 26°C water bath. Several ícrrncntors w~rc run sirnultnn.-:ioous 
ly with individual .a.crarion ar 2 t/h. -
Thc production n1,:tliu111 snlids. \Y(_•rc 11isulvcc.I in th'-' nnuu.1n1 uf walt.•r 
needed to achic,.·e 1 he dcsircd moisturc contrnt (usually 70%). In this 
stage pl-1 was adjuscecl to 3.5, and s1crilizecl 15 n1in. at 1 bar. Steril~ 
medium wns inoculatcd and mi.'l(cd with the Uagnsse which resultect with a 
pli valuc of S.S In son1c cxpcrimcnts che conccntration of solids (excepr: 
lard oil and phenyl-acctatnide) was muhiplicd by 2 or by ''• cte. nnd chese 
media were nnmed 2X. 4X. etc. 

Satnplc nnalysis. Snn1plcs from thc LI• werc filtcrcd • rinscd nnd the 
biomass dried in a convcction oven at 60"C for 48 hrs.. Penicillin. rerlucing 
sugars and pH wcrc dctermined in rhc fihrate. 
Two complete columns of SSF wcrc collcctcd at cach time and t.O g. of 
each was uscd for pM determinntion (by mixing with 10 mL of distillrcl 
water, stiríttg for S mins .. and usin~ a pi 1 meter on thc sohuion), 0 .. 5 J!. 
for pcnicillin assay :anc.I the rcst was rlried at 60°C for 4H tus. Thc chy 
snmplc was u5cd afterwa.rds to detcrn1ine moisturc contcnt (weight loss). 
reducing sugars and biomass as nucleic acids. 
Penicillin was extracted from ssr. satnples by mixing with 3 mi. oí ethyl 
acetnte nnrt separated by ccnrrirugation ( 10 nlin.) :u 5,000 rpm. 20 micl"o 
lheis of thc solvcnt were use<I co determine pcnicillin conccntration by -
bioassa.y. In LF, the bioassa)' was done dircctly with thc fihcrcd 
fer1nentarion hroth. 
0.5 g .. of thr dry hnr-_ilssc wcre hon1ogcnizcd in 'IS mi. oí rlist:illcd water 
with an Uhrn-Turrax. A S mi. aliquot was centrift1g•'"d (5 min. ar 5.noo 
rptn) an•I rc-<lucinr: su1:nrs rn<"asurcrl írnrn thc supc-rnatant h).• the fl.\ifh.•1 
u1cthoct ( l 959). Nuclcic ncids wcre cxt r;1crc•rl 1 rorn tht'!' pel let with 5 "'l. 
o( 0.7 M 1-fCIO·• and absorbancc <lereuninect at 260 ""'· 

RESULTS 

Two ~olict (crn1entntions wc-re performed si multnneou~ly. one wns inoculated 
with sporcs of Penicillum chrvsogcnum NRRL 1951. nnd the other one with 
myccliu1n. 1\ sfil"a-u--prOduCITOO-U~D/n1I. wns obcained in 1hc first cnsc. 
while no production was obtained in the last cnsc. The surne resulrs \vere 
obtained in a sr:-cond cxpcriment, so sporc inoculurn \\'a.s uscd throughuuc 
thc stu•·I,:. 
Mediun• ConC"cntration. 
The e((ect uf medium concentration in SSF' was studied using Pcnicillium 
chr~sogenum Winsconsin S4-12SS N. To kecp initial moisture content 
(iM ) constant (70%) in these experiments. nutrient incrense wns 
compensnted with a dec .. ease in bagnsse. This resultcd in big differences 
in mediurn tonicity bu1 very small di(ferences in bngasse/H O ratios. 
Fig 1 shows maximal production obtained in fcrmcnro.tions i1sing different 
medium conccntrations.. lt can be seen that in SSF. rnedium 2X suppor~ed 
a production S times higher thnn the resr:. In LF inoculated whh 
myceliun1, incrcnsing medium concenc rntion hnd an ndversc effect on 
production. whitc no significnnt effect was obscrvcd in LF inoculaced with 
sporcs. In ssr- pcnicillin production stnrtcci at 24 hrs. in nll cases except 
4X (48 hrs).. Whcn lard oil and precursor concentrntions were also 
muhiplied. productinn did not incrense and bcst performance wn.s obtained 
with X mcdium. 
Four simullaneous fcrmentations were performed with 2X medium nnd 
diffel"ent initinl moisture contents (IMC). To ndjust IMC :it. diffcrent 
levels and keep nutrient content of thr impregnntet.1 solid medium consta.nt 
in ZX. water increase was compensatcd with bagasse decrease. This 
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resulted in bis differences in IMC (60, 70, 73, 78") and basasse/H~O ratios 
(0.58, 0.35, 0.3, 0.22 respectively) but slight differences in mediunr tonichy. 
Fig.2 shows that moisture level increases slishtly during the fermentations 
but within the range of t:he inh.ial IMC of the case .. 
In the range studied (60 -78"), IMC did not affect the time at which 
production started, but had an important influence on the penicillin 
production reached and its stability. A maximum production of 800 U/mi. 
was obtained after 46 hrs of incubation with 70 and 73" IMC. 
Suaar consumption kinetics showed similar form and S stages could be 
distinguished: a) reducing sugar concentration increase; probably caused by 
hydrolysis of residual sucrose in the bagasse; b) rapid sugar consumplion; 
e) slow consumption rate; probably represents lactose consumption and 
correlates with low rate production phase; d) fast sugar consumption in 70 
and 73" IMC, practically exhausting SUR;ars, correlatina with hi&h production 
rate; moderate consumption in 60 and 78" IMC with total penicillln 
degradation in the former and partial degradation in the latter; e) fairly 
rapid consumption in 78" acompanied by a rapid production rate while rapid 
consumption rate but no production was observed in 60". 
Comparison SSF vs. LF .. 
The performance of several solid and liquid fermentations was compared 
(Table 1 ). lt can be observed that average production by SSF was 17 
times highcr than thc onc obraincd by LF, and achieveJ in one third of 
the time. An approximate calculation revealed that the efficiency of 
sugar utiliz.ation to produce the antibioric (V p/s) was 7 times higher in 
SSF.. Finally, SSF showcd 8 .. 7 Lin1es greatcr volurnetric productivity. 

System 

SSF 

LF 

P max (a) 
(U/mi) 

686 

38.5 

Time P max 
(Hrs) 

49 

166 

V p/s 
(U/mg) 

10.77 

1.5 

Productivity 
(U/r-ml Hr) 

2.01 

0.23 

Table 1. Average performance oí fivc pcnicillin solid and liquid 
fermencations with P. chrfsogenum \Vis. S4-125S N.. The medium reporled 
by Sylvester & Cogh1l (19 4)\X rnedium) was used in shake flask culture 
or (2X medium) in solid state fcrmentations (SSF) carricd out at 70" 
initial moisture. (a) maximum penicillin production. 
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DISCUSSION 

The present work shows that it is possible to produce penicillin by SSF •. 
The system employed is solid fermentation on imprecnated bacasse. In 
this system liquid media developed (or LF can be employed and the 
fermentation products can be recovered by extrac1.ion whh solventa o• by 
pressing the bagasse. In thi• way accurate comparison::s can be established 
betwecn solid and liquid fermentations. 
Results showed impol'tant differences between these culture methoda. An 
impol'tanc feature of the penicillin SSF is that the procesa is carried out 
under non-sterile conditions wichout contaminacion or prodaa::,t clearadaa:ion 
problems. This means that the culture technique allows the -ttina ol 
environmental conditions that give ecolosical advanta•es to 1.he IWISUS. 
P. chrrsogenum showed different physiolosy in SSF since it w- shown thal. 
1elat1vely concentrated media are needed in this solid fermentation sptem 
to reach adequale growth and production ancl that thi• ellect is not 
observed in LF. These (indinas acrees with prewiota Hudi- (Oriol er al., 
1988b) which indicated that, in this system, A. niser can efficiently--umi
hich substrate (glucose) concentrations that would be inhibitory in 
submerscd culture .. 
lt is considered that in cassava SSF (and similar syste-), arowth is 
limited by water availability, i.e. hich tonicity o( the residual free water 
(Raimbault, 1980; Oriol et al., 1988a). In SSF on impreana&ed baaasse the 
support is inert. so it does-ñ'ot disolve in the residual free water as the 
fcrmentation procccds.. Therefore srowth must be limited by a dilferent: 
en.use in this sysrem .. 
In thc prcscnt study sur.ar consumption and penicillin production kinctics 
indicatc that a fir::a and pnrtial limitation to growth is causcd by a changc 
of che !;ubstra.tc (luc1.05c) that is bcing consumcd. Al the end of the 
culture '' scconJ and contplcte limilation sccms to be caused by susar 
e>ehau5tio1•. 
Prcvious wo1k (01iol et al .• 198Ub) showed that water content (IMC and 
bugas.se/t-12 0 ratio) doCSñot have an imponant effect on the growth pha.llft 
of ~r~nlus nigcr in this SSF sys1em.. The authors observed 1hat arowlh 
anúgcrmanauon wcre atfected by Aw (tonicily) of the liquid phase. 
Results or thc present work showed that IMC strongly inlluenced idiophase. 
During lhc last hours of thc culture, lermenrations with IMC of 7°" 
(bagasse/H O ratios near 0.35) presented vcry high production rates while 
the ferrncn~ation whh lowcl' IMC (60%) presentcd fast antibiotic degrada-
tion ratc.. . 
Fro1n an applied point of view it is seen that, in the penicillin SSF', higher 
production was obtained and in a shorter time than in LF'.. Hisher 
penicillin yields and volumctric productivity were also observed in this 
culture method. 
Thesc advantages together with the low eneray costa of the procesa 
(sterilization, aeration o.gilation) indicate that this system has an importan& 
industrial potentia.l.. lt is also secn that physiology in salid can be wery 
different from thc onc obsel'vcd in liquid medium, so more studies at this 
levcl are ncccssary to cxploit the system•s full potential. 
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1.2 Erecto de la Relación de los Constituyentes (soporte. nutrientes y asua) -bre la 
Producción de Penieilina en FS. 

El trabajo anterior encontró que es posible producir penicilina en FS en soporte, pnx:eM> 

que mostró un importante potencial industrial. Se demostró que la humedad inicial tiene 
un f'uerte ef'ecto sobre la producción. También que el uso de medios concentrados 
f'avorece la producción del antibiótico en FS. 

Si se consideran los tres componentes del medio sólido. el determinar el ef'ecto de 
incrementar la humedad o los nutrientes en f'orma aislada nos da una visión muy 
estrecha o limitada ya que hay varias maneras de llegar a ese valor. Por ejemplo. se 
puede incrementar la humedad por tres caminos dif'erentes: 1) a costa de disminuir el 
contenido de soporte e incrementar los nutrientes lo suficiente para mantener una 
concentración constante en el medio liquido; 2) incrementar la humedad y el contenido 
de soporte a costa de disminuir los nutrientes; 3) incrementar-la a costa de disminuir 
ambos f'actores (soporte y nutrientes). Seguramente estas tres estrategias llevan a 
resultados diferentes, ya que representan diferentes combinaciones de los componentes. 

El triángulo de la Fig. l representa las combinaciones teóricas que se pueden hacer 
con estos componentes. Sin embargo, como medio para FS hay restricciones que limitan 
las combinaciones que se pueden utilizar (zona sombreada). Estas restricciones se deben 
a que a bajas humedades los microorganismos no crecen, mientras que humedades muy 
altas no las retiene el soporte (en algunas se estria hablando de FSm con bagacillo en 
suspensión). Los microorganismos no crecen. o crecen poco a concentracio- muy 
bajas de nutrientes, mientras que concentraciones muy altas no permiten el crecimiento. 
Además, esta última condición no dejada espacio para el soporte. El soporte también 
tiene sus límites ya que muy poco no retendrá el agua y mucho no dejará espacio para 
nutrientes. 

Más recientemente, se realizaron experimentos para determinar el papel que juegan 
los constituyentes principales del medio sólido en la idiofase. En estos estudios se utilizó 
la cepa P-2 y un medio complejo (Somerson). Se estudió la producción de penicilina en 
el área delimitada por to a 24 % de soporte, 58 a 80%, de agua y 4 a 26 % de nutrientes 
(0.5 a 3.2 X). la cual viene a ser un pequeño hexágono en la esquina de alta humedlld y 
bajos nutrientes y soporte. 

Evidentemente, se está hablando de condiciones iniciales. Viéndolo desde esta 
perspectiva. se puede pensar que durante la f'errnentación el contenido de sopone no 
varia, mientras que los nutrientes van disminuyendo, siendo substituidos por micelio y 
productos. El contenido de agua va subiendo, donde sus componentes: el agua del 
micelio va aumentando, el agua ligada va disminuyendo y el agua disponible no se sabe 
(es decir, avanzaría un poco hacia arriba y hacia la derecha del triángulo). 

En un sistema de FS tradicional (harina amilácea por ejemplo) habría dif'erencias, se 
prevé que el soporte va disminuyendo y los nutrientes aumentando, mientras que el asua 
también aumenta. Sus componentes, el agua del micelio y el agua ligada aumentan, 
mientras que el agua disponible disminuye (es decir, avanzaría un poco hacia arriba y a 
la izquierda del triángulo). 
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Batos eJtf'!=rimentoa pueden ser enmarcaik>s en el esquema de los tres caminos para 
incrmnentar la humedad arriba descritos y que es la aproximación utilizada en el 
Articulo A. 

SOPORTE 

Fls- 1 Combinaciones teóricas de los componentes del medio sólido (nutrientes/ agua/ 
bmpcillo). Marcada en negro la zona en la que se estudió la producción de penicilina. 
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Entonces, se incrementó la humedad: 1) a costa de disminuir el contenido de sopone 
e incrementar los nutrientes lo suficiente para mantener una concentración constante en 
el medio liquido; 2) incrementar la humedad y el contenido de sopone a costa de 
disminuir los nutrientes; 3) incrementarla a costa de disminuir ambos factores (soporte y 
nutrientes). Es interesante destacar que la primera estrategia es la que se realizó en el 
articulo A. pero con cepa y medio diforentes . 

.. ~ 
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Fig. 2 Producciones mlaximas de penicilina obtenidas en cultivos sólidos con humedades 
crecientes. contenidos de bagacillo decrecientes y concentraciones de nutrientes 
crecientes. 

~=~==] (JN-n--.. .. 

Fig. 3 Producciones (máximas) de penicilina obtenidas en cultivos sólidos con 
humedades crecientes. contenidos de bagacillo y concentraciones de nutrientes 
decrecientes. Relación bagacillo/nutrientes constante. 



Los resultados obtenidos en este primer caso confirman los obtenidos en el articulo 
A. ya que la producción máxima de penicilina f"ue mayor en las FSs con mayor humedad 
inicial (Fig. 2). En esta gráfica se observa cómo al incrementar la humedad el contenido 
de soporte disminuye (de 24 a 10.3%). También que la relación entre agua y nutrientes 
se mantuvo constante con la intención de conservar una Aw inicial de 0.97 en todos los 
tratamientos. Sin embargo. el cultivo con menos humedad presentó una menor Aw. 
probablemente debida a la gran cantidad de bagacillo. 

··o-o--

Fig. 4 Producciones (miximas) de penicilina obtenidas en cultivos sólidos con 
humedades crecientes. contenidos de bagacillo crecientes y concentraciones de 
nutrientes decrecientes. Relación bagacillo/agua constante. 

En el segundo caso (Fig. 3), se encontró que la producción maxama de penicilina 
aumentó f"uertemente al incrementar la humedad. Es interesante notar que en este cmo ae 
disminuyó el contenido de soporte y también (ligeramente) el contenido de nutrientes 
(de 2.8 a 1.6 X), por lo que f"ue posible incrementar la humedad inicial hasta 809/e (con 
una Aw de 0.985). 

En el tercer caso la producción máxima de penicilina bajó al incrementar la humedad 
(y la Aw). Es importante destacar que en esta estrategia se incrementó tambWn el 
contenido de bagacillo (Fig. 4). 

Haata aquí se podria concluir que el incrementar la humedad inicial del medio sólido 
no aiempre ocasiona un incremento en la producción de penicilina, sino que puede 
ocaaionar un decremento, según la estrategia que se siguió para hacerlo. 

De esta manera. la principal variable responsable de la disminución en la producción 
f"ue el contenido de soporte. La producción obtenida f"ue elevada en condiciones de alta o 
baja humedad (73-75.5°/o y 62.2%), siempre que el contenido de bagacillo füe bajo (10.3 

-· • y 12.5%). 
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Fis. !5a Superficie de respuesta de la producción de penicilina en cultivos sólidos con 
diferentes relaciones agua/soporte (AGUABAG) y nutrientes/soporte (NUTRBAG). La 
concentración de penicilina obtenida fue normalizada en relación a la producción de las 
condiciones control . 
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Fis. !5b Actividad de agua (Aw) inicial de cultivos con dif"erentes relaciones 
apa/soporte (AGUABAG) y nutrientes/soporte (NUTRBAG). 

S7 



zeeeee 

15•••• 
1••••• 

seeee 

• 
3 

11'1• 5e Producción total de COz (mi totales/columna) de cultivos sólidos con dif"erentes 
rel111:ionea -.uafsoporte (AGUABAG) y nutrientes/soporte (NUTRBAG). 
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FIK• Sd Producción de penicilina en cultivos sólidos con dif"erentes relaciones 
agua/soporte (A/B) y nutrientes/soporte (N/B). Recuadro en zona de máximos 



Considerando estos experimentos dentro del esq¡Jema global planteado inicialmente 
(como casos dentro de una superficie de combinaciones de los tres componentes: zona 
sombreada Fig 1), se entiende que los medios con humedades iguales, obtenidas por. 
dif"erente estrategia, representan combinaciones distintas de Jos tres componentes. 

Para hacer una gráfica, se puede eliminara una de las variables (el soporte) 
poniéndola en f'unción de las otras. De esta manera, se puede graficar Ja relación entre 
los nutrientes y el soporte (N/S) y el agua y el soporte (A/S) contra producción de 
penicilina (variable de respuesta en el eje Z). Debido a que esta aproximación engloba 
resultados de varios experimentos dif"erentes, Ja producción de penicilina f'ue 
normalizada en f'unción del control de cada experimento. Es decir de la producción en 
las condiciones estándar: 700./o de humedad; 16% de nutrientes y 14% de bagacillo. 

La gráfica conf'orrnada de esta f'orrna (Fig. 5a) es una superficie de respuesta (ajuste 
cuadrático) y muestra que la producción de penicilina es mala en la zona de baja 
relación N/S (< 1 g/g) y baja A/S (< 4.5 g/g). Es decir en condiciones de alto contenido 
de bagacillo. También se observa que la producción del antibiótico sube hacia la zona de 
bajo soporte. De hecho es posible ver dos máximos, uno en la región de alto N/S (2) y 
menor A/S (5) y otro en la región de alto A/S (7) y menor NIS (1.5). 

En estos experimentos la actividad metabólica se siguió por medio de un 
respirómetro automático computarizado (ver Material y Métodos) que determina Ja 
producción' de C02 y el consumo de 02. Estas mediciones de respiración son muy 
precisas y se pueden graficar como la tasa de respiración (producción de C02 ¡)ar 
ejemplo) =dC02/dt*g de materia seca ó en f'orma integrada como producción total C02 
total/g (ó por columna), Ja cual indica Ja actividad catabólica y es, teóricamente, paralela 

, a 'Ja curva de crecimiento (sienipre y ruando el coeficiente de mantenimiento "m" sea 
constante). Aunque no se conoce este coeficiente, estas curvas resultan por ·el momento 
el mejor indicadéir del crecimiento. La Fig. Se representa la producción total ,final de 
C02 en las dif'erentes sitios de la superficie arriba mencionada (ajuste lineal). Se 
observa que se produjo más C02 en condiciones de mayor concentración de nutrientes y 
menos contenido de humedad. Se puede decir que esta comportamiento es opuesto al de 
la actividad de agua (ajuste lineal) inicial (Fig. 5b). La Fig. Sd muestra los aitioa de Ja 
superficie estudiados. 

En relación a la f'ase de crecimiento, la Tabla 2 muestra cómo el tiempo de 
germinación (tiempo que tarda en comenzar la producción del C02) está regido por Ja 
Aw. En Jos casos J y 2 se puede observar que el C02 total f"mal disminuye, conf"onne 
aumenta Ja humedad y disminuyen los nutrientes, independientemente de si sube o baja 
el contenido de bagacillo. En el caso 3 se puede decir que el C02 total final es constante 
excepto en el caso de mucho bagacillo y poca humedad. 
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Estrategia Soporte Humedad Nutrien Nutrien Aw Producción Genni C02 total 
tes tes Penicilina nación 

G 
o/o % % X µsfga (h) mlC02 / 

columna 
CASO 1 23.9 61.3 14.1 1.8 0.961 630 22.5 89,915 

18.7 66.3 15.2 1.9 0.969 788 22.5 63,663 
14.1 69.6 15.9 2 0.970 1,715 22.5 62,179 
10.3 73 16.6 2.1 0.970 2,929 21.5 66,078 

CAS02 12.5 62.2 25.5 3.2 0.954 3,949 66 44,290 
13 65.2 22.2 2.8 0.957 3,542 45 91,425 
14.1 68.7 15.9 2 0.962 2,699 47 63,890 
15.4 74.7 7.9 1 0.979 2,117 26 38,662 
16.l 79.5 3.9 0.5 0.985 1,340 25 28,789 

CAS03 19.7 57.2 22.2 2.8 0.944 1,574 46 150,571 
17.8 61.25 20.1. 2.5 0.955 2,418 42 105,444 
16.6 64.7 18.7 2.3 0.966 4,253 36 73,535 
14.1 72.0 15.9 2.0 0.968 5,100 37 78,121 
11.0 75.5 12.4 l.5 0.974 7,198 32 23,342 

Tabla 2. Efec:to de la relación de los componen- del medio sólido sobre la producción 
de penicilina y el crecimiento de P.chTysogenum P-2. 

De las cinéticas de log de producción total de C02 fue posible cuantifü::ar dos 
velocidades especificas de producción de COz (que son una medida indirecta del 
crecimiento). µ1 (fase de crecimiento) y µ2 (idiofase). En la Tabla 2 se observa que los 
cultivos con alta relación nutrientes/soporte produce una lenta µ primaria y una alta µ 
secundaria, mientras que los cultivos con alta relación agua/soporte y menor relación 
nutrientea/110porte genera· µ primaria mayores pero µ secundarias menores. aunque 
proporcionales a la relación nutriente/soporte. 
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Cultivo agua/ nutrientes Aw C02 Total µla µ2a 
soporte /soporte mi C02/ (h-1) (h-l) 

columna 
3 7 1.13 0.974 23,340 0.086 0.025 
1 7 1.6 0.970 66,000 0.296 0.041 
2 5 2 0.954 44,300 0.026 0.108 

Tabla 3. Velocidades especificas de formación de C02 en las condiciones de máxima 
producciones de penicilina en FS. a Tasa especifica de rormación de C02. 

1.3 Traducción de Resultados del Artículo B: "Erecto del Tamafto de Partícula del 
Soporte, la Denaidad de Empaque y A!Ptación sobre la Producción de Penicilina 
en FS". 

Tamaño de Partícula del Soporte 

Se realizaron cultivos con soporte de diterente tan1año de partícula (retenida en malla 
(mesh) 10: 14 X 1.7 mm; 10-30 mesh: 5.9 X 0.85 mm y 30-50 mesh: 3.2 X 0.4 mm; las 
cuales fueron llamadas grande, mediana y pequeña). Las cinéticas de producción de 
penicilina rueron similares, excepto que en el cultivo con partículas grandes el periodo 
de producción duró diez horas más, alcanzando 1,680 µg/g de materia seca, es decir 
37% más que los otros dos cultivos (Fig. 1-B). Las cinéticas de pH y crecimiento tueron 
similares en todos los casos, así como la concentración de biornasa final. Se observó una 
diterencia importante en las cinéticas de concentración de azúcares reductores (Fig. 2-
B), donde tue evidente una mayor concentración inicial en el cultivo con tamaño de 
partícula grande. 

Se repitió el experimento usando bagacillo lavado para eliminar azúcares residuales 
en el material. En esta ocasión, las cinéticas de conce)!tración de azúcares y de penicilina 
rueron parecidas en los cultivos con diferente tamaño de partícula (Fig. 3-B y Fig. 4-B), 
alcanzando 600 µg/g en 54 h. 

Densidad de Empaque 

Se realizaron tres termentaciones con diterente densidad de empaque (Dl = 0.23; 02 = 
0.35; 03 = 38 g/ml). La producción de penicilina füe mas alta (20%) en el cultivo más 
empacado, debido a un mayor periodo de producción (entre las 54 y las 72 h). La 
concentración de penicilina en Ja fermentación 02 se incrementó ligeramente en ese 
periodo, mientras que en el cultivo Dl (menor densidad) la concentración de penicilina 
decreció. 
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No se detectaron diferencias significativas en las cinéticas de humedad, azúcares 
reductores y pH. La conidiación comenzó hacia el final de la fase de producción y fue 
inhibida de manera creciente a densidades de empaque crecientes (Fig. 5-B). 

Agitación 

Se comparó una fermentación estática (normal) con un cultivo en el que los reactores 
tubulares fueron desempacados en un vaso de precipitado estéril y mezclados 
perfectamente cada 24 h. En estos experimentos se utilizó el tamaflo de particula (S.9 
mm) y densidad de empaque estándar. Los resultados (Fig. 6-B) mostraron 30% menos 
producción en el cultivo agitado. Sin embargo, se observó que las cinéticas de humedad 
fueron diferentes, inicialmente iguales, pero conforme transcurría el tiempo el cultivo 
agitado se hizo relativamente más seco. Se realizó un nuevo experimento en el que la 
pérdida de humedad calculada para cada punto (basada en el experimento previo), fue 
restituida al medio sólido desempacado en forma de aerosol. En este caso, las cinéticas 
de producción fueron muy parecidas y la brecha en humedad se redujo (Fig. 7-B). 

·:·: 
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1.3.1 SOBRETIRO ARTICULo B: EFFECT OF SUPPORT PARTICLE 
SIZE, PACKING DENSITY AND AGITATION ON PENICILLIN PRODUCTION 
IN SOLID STATE FERMENTATION. 



8io1«1t..-W.. VoL 11. pp.539-5'7.1993 
Prtnt.dinc::r-tBrit.&sLAUllla,hm~.t. 

EFFECT OP PARTICLE SIZE, PACKING OENSrrY ANO 
AGITATION ON PENICILLIN PROOUCI"ION IN SOLIO 

STATE PERMENTATION 

JAVIER BARRIOS-CONZÁLEz. HJLDA GONZÁLEZ and ARMANDO 
MEJIA 

The use of' a 1arg;• particl.e aiza (14 n.m) aupport (augar cana 
b•w••••) incr••••d punici11in procluction by ao11d at•t• 
raraantation by 37 1;, howaver thi• erf'ect was due to a higher augar 
concentrat~on in thi• bagas•• rraction. cuiture• with cl.o•ar 
packin9 denaitia• (0.35) pl:'oduced 20 I; more penici11in .. Aqitation 
did not have a negative errect on production ir iaoiatu.re 1o•s 
during the operation ia roatituted. 

KEY WORDS: Penici11in, aol.id-atate rermentation. partic1e aize. 
packing denaity, agitation. 

%.-rllOD1JCTXo• 

Sol.id atate rarmentation (SSF) u•in9 inart aupport 
i•pragnated with 1iquid •adiua i• a ra1ativa1y naw metbocl that ha• 
been app1ied to produce: ce11u1•••• (Rou.••oa. 1991) • pectin•••• 
(Durour. 1990). and ethano1 (Sau.cado-caatafteda •~ ai •• 1992). 
Barrioa-Gonz61a& et ai .. (1988) ahowed that thia cu1tura .. thod can 
b9 an attracti.ve al.ternative ror penici11in production. aince 
higher yiel.da and prod.ucti.v.iti•a were obtained in re1atJ.on to the 
convanti.onal. 1i.quid •uba•rged reraentati.on. Th• authora eaphe•i.ze 
that an important Lactor 1imiting the axp1oitation or th• •Y•t•a•a 
potenti.al. ia the l.ack of' knowl.edCJ• on run9al. phyai.o10CJY in th••• 
•o1id aedi.a. Particl.e aize, packin9 denai.ty and agitati.on 
considerad important variab1as in this cul.ture ayatem. 
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Xt is considerad that, in SSF, emal1er partic1e s.izea previda a 
l.ar9er contact with the rungua •• we11 •• with th• 9•• 
environment.. Xt al•o reoult• in ahorter pathwaya ror dirruaion or 
nutrient• (Mudget, 1986). Thi• ia particul.arly important in the SSF 
wi.t.11 impregnated in•rt aupport vhere nutrient• dirruaa rrom the 
center to the aurrace or the particl.••· 

Oriol et ai .. (1988), atudied 9rowth kinatica or A.nig•r in thia 
SSF ayatem. Th• authora round that an increaae in particl.e aize 
produced a decrea•• or the 9rovt.h rata in the deceleration phaae or 
qrowth, and concluded that the depreaaiva ef'rect miqht be ctue to 
l.l•itationa cauaed by intraparticl.e dirruaion or nutr.ient•.. Thi• 
errect miqht ravor aacondary ia•tabol.1.te production sine• nutri.•nt 
1imitati.on tri.ggers and mai.ntains idiophaae. Kumar and Lonsane 
(1987) r•portad an i•portant i.ncreaae i.n gibberel.l.ic acid 
production by uaing l.arga partic1e 111.ze (3-4 111m) in a SSF ay11t•• 
uaing wheat bran. However, th• author• &U«JCJ••t•d th•t thi• erf'ect 
was cau11ed by an iaprovement in oxygen trans~er caused by the 1arge 
partic1e aize. 

Packinq denai.ty is another para••ter unique to SSP that can b9 

an import:.ant proc••• variab1.•.. Xt can be aa11uaed that an incr•••• 
i.n packinq denaity cau.••• a reduction in the voi.d apac• t..twean 
partic1aa and a concoaitant reduction in the are• o~ •xchanve with 
t:.he aurrounding at•oeph•re. 

Aqitation prevant• heter09eneity in th• aol.id ••diu• 
compo•ition and in •ycel.ia1 age. Movement breaka l.ong •ycel.J.a1. 
neta, ravoring ahorter ayce1i• i.n •i•i1ar phyaiol.oqica1. •t•CJ••· 
Moreover, mixing can be a uaerul. tool. in reaaarch or proc••• 
davel.opment •inca water, nutri•nta or pH contro11J.ng agent• can be 

added to the cu1ture.. AgJ.tatJ.on can •l.ao be uaed to improv• 9•• 
exchan9e and to ••tabo1ic heat, thua contro1l.ing 
t••p•ratur•· on th• other hand, it ha• been reported that •o•• 
run9J. do not to1erat• agitation J.n ssr (Mudget, 1986). A1thou9h 
mo•t koji procea•ea in Japan are not greatl.y mixed, a9J.tation on 

•h•k•r• or rotating v••••1• vith circu1.ating cond.itJ.oned air .ia 
u•ed in aoae en&y.ie proce•••• (Toyaaa, 1976; Si1•an, 1980) and ha• 
been particu2arl.y uaerui in aycotoxin producti.on 1.e. ariatoxi.n and 
ochratoxin (H••••1tine, 1977). 

Th• •i• or this vork wa• to eva1uat• th• arrect or partic1• 
aiae, pac:king denaity and a9J.tati.on on p•nici11..in proclucti.on i.n 
SSF. 
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A·r•1•o1•~ o~ Pen1c1ii1u• ~1J.ry•09•nu• Wia. 54-1255 wae u•ed J.n 
the rermentationa. ••c1iiu• •ubt:.tii1• ATCC 6•33 va• u••d. •• 
indicator or9an.l•• in tila ~loa•••~· Strain• vera .. intain-.cl rraeae
dri..a. WorkJ.ne au1tur .. vera kept at -ao0 c in 20• g1ycero1. and on• 
•1oro vJ.a1 (eppendorC') va• uaecl ror i.nocuium productJ.on ev.ry 
experi.-nt. 

•·•ubt:1ii.t• va• cu1turied i.n nutri.ant broth at 30°c. TrJ.ptom• 
soy A41ar 1•, va• u.eed ror ~· bioa•aay. For P .. chry•09•nw.. •por• 
J.noc:u.1um va• produced in Power ao11d aedium: a aixture 111 or 
caaP.c:k (l.Uango et a1 •• 1980) and .. 1 (L6pea-•J.•to ·~ ai., 1•es). 

· Tbe 1J.quid 9rovth and producti.on __.i.ua uaed to iapr-. ... t• th• 

ao1.ld'•upport ••• • modirication or th• ona reported by -r•on et: 
ai. (1961). Th• ori91na1 concentration va• dup11cated, 1.4• gJ.uco•• 
added •nd pheny1aaet1c acid concantrat:lon vaa -d• 7. 4 ..... pH v•• 
acljuated to 6.65, vbi.ch~ 9av• a.s arter •ter1J.1aat1on and J.n tb• 

aoJ.id ••diua. 

Th• cu.J.tura vaa achieved und•r non-•••Ptic conclitJ.one 
prevJ.ouaJ.y d••cri.bed (Barr.loa-cona&1e& •t: a.1. 1988). Co1uan 
r•zwentora conta.lned 12 v or •u.,ar can• ba9•••• pith .i.aprevnatecl 
w~th t.h• .lnoau1atacl (a X 106 apor••/•1) 11.quld ..S.t.ua .... .:- va• 
vround and •1.eved (10-30 -•h) beror• pretreataant. Xn ao
•xper.laent•, d.lr~erent part1c1• a.t.aa• wer• u•ed· xnoubet.lon 
t...-r•tur• ••• 25 °c and aerat1.on r•t• ••• a .. 4 1/h ooiuan. 

TVo coap1•t• co1Wlft• wer• co11ected at •very .... 11.nv t.s. ... and 
. ana1y•9d •• -· d-cr:lbed beror• (9arri.oe-GonaA1•& •C: •.J..• 1•8•) • 
·P•nJ.ci.111n vae axtr•c:tecl rro• as~ ••map1•• w:lth pbOllpbat• lbllCCer. 
0.1 _,. pH 5.5 (vh•n n•c••••ry• th• pH va• adju•t•d w.t.tlt H3 PO•>· •O 
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µ1 or th• extract or • conv•nl•nt di1ution va• uaed ror th• 

bio••••Y: ProductJ.on wa• expr••••d in ~9 or pani.c.111.i.n G per 9 or 
dry r•rlM!lnt•d ••t•ria1. Biomaaa conc•ntration waa eati .. tecl by 
hydro1y•i• vith 7 N HC1 or the va•h•d ao1id ••diu• ror 15 •in at 
121 °c. Tha ••ino acid• in th• auparnatant wara detarainad by a 
co1ori.aatric reaction w.t.th ni.nh~drin (Ori.oJ. et a.l.,, 1988). 8pora 

·· c"oncantration in tha ao11d -di.u• waa d•t•ralned in a water axtract 
by •••n• or a Naubauar cha•a..r. Experi••nt• wer• per!'oraed .ln 
dup1icata and in at 1aaat 2 ••parata expert .. nta. variat.lon wi.thin 
axpariaanta, in ssr, vara < 10• ror panic1111n production. 

mVLT8 

8upppg~ peg~iq1e Sise 

Thr•• raraentationa witb di~rarant aupport partic1• •1••• 
crataineca on 10 .. ah: 14 x 1.7 .. , 10-30 ..... , s.• x o.a5 .. ancl 
30-50 _911, ::s.2 X 0.4 _, whlch ver• cal.l.ed 1arv•, ....Si.u. and 
•--1~) were perEoraed •1•ult•neou•1y. Si•ilar 1»9nicill.in produ.ction 

! , ... 
~ ·-.. 

•• 40 
TIME(lt, 

Pig. 1. P•nicil.lin production 
kinetica by '· chry•09enu• (WJ..a. 
54-1255) in asr, uaing d~rrerent 
aupport <•uwarcan• ba9••••> 
·par~ol• •i•••t 14 <--). 5.9 (+) 
3.a .. (•), with i•pre9nated 
liquid aeclJ.ua. 

1 . 
1 .. 

.. .. .. .. 
TIME f"I 

rJ..9. 2. aeduc.lnv •uv•r• 
uptake kin•tic• in penic~11in 
sar, u.•i.1'9 cli.l'l'erent aupJ>Ort 
partiel• •1• .. , 14 (--), 
5,.9 (+) and 3.:a - (•J, wi.th 
i.•pre9nated liqu-id •edlua. 
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kin•tic• w•r• obt•i.n•d, •xc•pt that i.n th• cultur• vit.h 1ar9• 
partic1•• production conti.nu•d ror 10 addi.tion•l. hour•. reachll\9 
1.&ao ~9/9 or dry aadiua, •·9· l7• •ore than th• othar two cuiture• 
(Fi9 1}. Th• ~pH and the 9rowth kinetic• ver• •imi1ar in al.1 ca•••, 
•• V•11 •• rinal. bio•••• conc•ntration. An important dirr•r•nc• wa• 
ob••rved i.n th• reduci.n9 eu.gar• concentrati.on kinetic• (l"i.9. 2), 

vhich ehov•d hi9h•r initia1 concentration in th• r•r•entation with 
1arge aupport partic1••· 

Th• exp•ri•ent wa• repeat•d ua.ing wa•h•d b&9a••• to e1i.ai.nat• 
reaidua1 •ugara in th• materi.al. Xn thi• caa•, auqar conc•ntration 
and penici1lin production kinetice obtained with th• dirr•rent 
parti.c1• ai&ea wer• very •imi1ar (Fig. 3 and Fi.g. 4), r•achin9 600 

JAt:j/9 in 54 h. 

... 
E y •oo 

~ ªºº 

! ªºº 

Fi9. ~. Time courae o~ pen~cil1in 
production in SSF, uain9 dirrerent 
vaabed tN.9•••• particl• ai&ea; 14 
(-->, 5.9 (+) and 3.2 lftm (*), with 
.impregnated liquid medium. 

R 

1 .. . 
u .. : 

FJ.9. 

.. 
TIME (h) 

.. Reducin9 
upt•k• kin•tic•. uaing 
di.rrar•nt vaeh•d ba9•••• 
particl.a aize•: 14 <-->. 5 .. 9 
(+) and 3.2 m• (*), vith 
impregn•ted l.~quid m•diu•· 



P•skjpq DeneJ,ty 

Thre• ~•r .. ntation• vith dJ.rrerent packinq d•n•itl•• (D1 
0.23; D2 - 0.31; D3 - 0.35 9/•1> ver• carrJ.ed out •1•u1taneou•l.Y• 
P•nic.111.in p~oduction w•• h.ighe•t (20 •> J.n th• ao•t denae1y paeked 
rer.•nt::ati.on. du• to • 1oft9•r production p•riod ''(betv••n 54 •nd 72 
h). Pen.ic1.11in concentrat.i.on. J.n the re~nt::ation vi.th o.a. 

incr•••ecl •.li.9ht::1y in that per.i.od. vhi..le .in t.h• cu1tur• with. D1 

(1ow•r danaity) pen1ci11in concent::rati.on decr••••d (Pi9. 5). 
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F.19. s. zrrect or aupport packi.n9 
d•nei.t::y penJ.cJ..1.li.n proeluctJ.on ·e-> 
and conidiation (--) .in SSF. 0.23 
c--J. 0.31 (+) and 0.35 9/•1 <•>· 

agi,t;eti,pn. 

No a.i9niricativ• dirrerence 
va• detect::ed in moiat::ure 
cont•nt. reducinv auv•r• or 
pH kin•tica. However. an 
iaportant errect va• 
obeervad J.n •porv.1at.t.on 
ki.n•tica. conidiat::J.on 
•tart::ed toward• 
th• procluct::J.on 
waa incr-•i1191y 

th• end or 
phaa• and 

lnhlblt:-
at incr•••inv packin9 
d•n•J.ti•• cr~9. 5) • 

A noraa1 •tatic rera.9ntation vaa compared with. • c:u1~ure Where 
th• c:o1uan reac.tor8 v•r• unpe.cked .in • •ter.1.1• bealt•r and 

th.orou9b1y · .J.Xec1 '•v•ey· 24 ·h. Th• atanct.rd parti.cl.• •.i•• (5.9 -> 



PENIClLUN PRODUCOON 545 

•xperi••nt•. Th• 
in th• a9it•t•d 

•nd packinQ d•nai.ty (0 .. 31) ver• u••d i.n th••• 
r••u1t• (F19. 6) •hov•d 30 t 1••• production 
cu.1tur•. However. it wa• ob••rved that •oi•tu.re cont•nt kinetic• 
wer• dirrer•nt. i.nlti111ly equai. but •• ti•• P••••d th• a9it•t•d 
cuitu.re beca•• r•1at1ve1y •ore dry. A n•v experiaent va• perror..-cl 
Vh•r• th• c•1cu1ated Y•t•r 10•• at ••ch point. (b9••d on ~· 
previou• experi••nt) w•• r••tituted to th• unpacked •o11d .. diua in 
th• rorm or • water apray. :In thi• ca••• produ.ction ki.netic• w•r• 
very •1•11ar (•119ht1y hi9her in the a1x•d cu.1ture) and the 9ap in 
•oi•tu.r• contant ~inetic• beca•• a .. 11er (Pi9. 7). 
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every 24 h) rermantation (+). 
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1800 
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a91tat1on oparation. static 
(--) and a91tatad (onc• avery 
24 h) raraentation (+). 
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DZ•cu••ZDll 

HJ.qher production or penic.111.in (1,680 µg/9 V• 1,450 µg/g) "'•• 
obtained in the sol.id atate cul.tur•• with l.arg•r •upport part.icl.• 
ai&••· How•v•r, rurther atudi•• uaing wa•h•d b•9•••• ahov•d that 
increaaed procluction va• du• to high•r augar content in tbat 
ba9•••• rraction and not to the particl.e aize. Thi• indicat•• that, 
in thi• s&F ayate• and in th• ranqe or partic1• ai&•• uaed (0.4 -
1.7 .. ). thi• par•••t•r do•• not arrect penicil.1in production. 

A.l.though packing denaity ia another 
thie variabl.e i• sel.do• atudied in 
penicil.l.in product"i.on vas obtainad in 

para-ter uniqua to ssr, 
ssr proca••••· Zncr••••d 
tha cul.turaa vith hi9h•r 

packing denaitiea. The reaaon tor thia ia uncl.aar. Xt ia probabl.y 
r•1•t•d to th• reduction in void •p•c• b9tween particl.•• and 
r•duction in the ar•• ot: exchan9• with th• aurroundinq atao•ph•r•. 
Sp•c• l.iaitation t:or conidiophor• ror.ation aight be th• reaeon ror 
th• •porul.ation J.nh.ib.it.ion ob••rv•d at high packing d•n•i.ti.ea.. rt 
i• poa•i.bl• that p•nicill.in production .incr•a•• obtaJ.n•d in thi• 
condition J.a r•l.ated to aporu1ation inhibition .. 

Agitati.on ol! th• aolid cul.t:.ur• once every 24 h had certain 
del.eteriou• errect on panicil.1in production (66• 1owar) in ssr.. Xt 
is •hovn that thi• erfect is due to •oi•ture l.o•• during th• aixing 
op•ration (unpacking th• coluan re•ctor, aixing and packing) .. When 
water vas re•tituted during a9itation, no a.ignil!icant dirrer•nc•• 
wera obaerv•d- Thi• indic•t•• that mixing can be uaed a• a too1 ror 
reaearch proco~• devel.opaent in thia •Y•t•• aince water, 
nutrienta or pH-contro1l.ing agent• can be added to th• cul.ture .. A• 

aantioned berora, aq.itation can al.ao bm uaed to iaprov• ga• 
exchang• and to remove metabo1ic heat. 
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1.4 Erecto del Mezclado sobre la Producdón de Peeieilina y la Aedvidad 
Metab61iea en P.cllrysoge11um P-2. 
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Pis- 6 Ef"ecto del mezclado sobre la producción de penicilina por P.clwy.~,,.,,. P-2 .. 
FS. 
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Fig.. 7 Ef"ecto del mezclado sobre la respirnción (producción de C02 totaVg de materia 
seca inicial) de P.chry.'<ogen11m P-2. 
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l!tt éXperimentos más recientes se encontró que el mezclado tiene un ef"ecto positivo 
iiobli"e la producción de penicilina en la cepa P-2 (Fig. 6). En estas condiciones, también 
se observó un efocto estimulatorio sobre la actividad metabólica (Fig. 7). El aspecto del 
cultivo parece indicar que este incremento no refleja una mayor concentración de 
biomasa, sino una mayor actividad especifica. Observaciones microscópicas mostraron 
que los micelios del cultivo mezclado son más cortos (aproximadnmente 200 µ en lugar 
de SOO µ)y con una mayor frecuencia de ramificación (ramificaciones cada 67 µ +- 2S, 
contra cada 246 µ +- 70 en el cultivo estático o control), siendo los dicümetros similar
(2.8 µ).Los datos anteriores corresponden a las muestras de 140'h y son la media de 2S 
determinaciones. 

Aparentemente, los ef"ectos del mezclado dependen de la cepa, tema que es 
examminado con detalle a continuación. 

2. Factores Nutrlclonales 

2.1 Erecto de la Glucosa y Regulación de la Biodntesis de Penicilina en FS y e• •s-. 
Sisie- de FS pco•·a E.'<iudiu.•· ..;., Regulación 

En esta parte del proyecto se est;.blccieron la" condiciones para realizar estudios de 
reaulación en FS. Estas condiciones incluyeron el uso de un medio definido y Ja 
eliminación de los azúcares residuales del bagncillo. Las condiciones óptimas 
encontradas para eliminar los azúcares t'"ueron las siguientes: adicionar 40 mi de aaua 
destilada a 800C por cada gramo de bagacillo tamizado seco y agitar durante IS min y 
filtrar. La operación se realiza cuatro veces. 

R#gt1laclón f'O'" Carbono tm Medio Llq11ido 

En ata sección se realizó un estudio comparativo sobre el efocto regulatorio de la 
.._.en la slntesis de penicilina por, J>.cl1rysnge11um. P-2, en FS y en medio líquido. 
Bn a- -pel'imentos iniciales de FSm. se suplementó el medio liquido de producción 
(coe ... iendo de 3 % de lactosa) con dif"erentes concentraciones iniciales de glucosa 
(112. 140 y 170 mM), en condiciones de C/N variable. En la Fig. 8a se observa que en 
el cultivo con mayor concentración de glucosa el inicio de la sintesis de penicilina suf"n 
un nlUllM> de alrededor de 1 S h. al no encontrarse producción a las 20 y 28 h. El hec:ho 
de que el ef'ecto regulatorio sólo se manifieste en ese periodo se puede expli~ al 
observar la cint6tica de consumo de azúcares Rductores (Fig 8b), ya que la 
--baciones de azúcares son ya relativamente bajas a las 47 h y la dif"erencia de 
WllbKi6n entre tratamientos se va reduciendo hasta llegar a concentraciones 
similues a las 71 h. 
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Fis- a Pmducción de penicilina (a) y consumo de azúcares reductal'a (b) dunale el 
crecimiento de P.cltrysog11mu"' P-2 en fennentacionea suma)lidaa con dif'-tes 
concentrac:iones iniciales de glucosa y una relación C/N variable. 

Pensando en la fuente de variación adicional que representa el modific:M" la cmllided 
de nutrientes en la FS (disminución de contenido de llOpOlte Mi como cmnbic» en 
densidad y capacidad de retención de agua del medio sólido). y que evenn,....._..., -
compararla el efecto en ambos sistemas. se .estudió el ef'ecto ele la aluc:oma en mecliclS con 
una concentración de nutrientes constante (C/N constante). 
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Se realiz.ó un experimento similar al anterior. con la dif"crencia de que 11e m-tuvo 
constante la concentración de füente de carbono total (relación C/N). Ea decir, al 
aumentar la concentración de glucosa se redujo proporcionalmente la concentración de 
lactosa. En estas condiciones, se observó un ef"ecto muy parecido al arriba de8crito. el 
cual llálo füe notorio durante la parte inicial del cultivo. En la Fig. 9a se obRrva que el 
periodo comprendido entre las 4 y las 19 h es critico pues es en el que se manifiesta el 
ef'ecto resulatorio de la glucosa. La síntesis de penicilina se inicia a las cuatro h en loa 
cultivos con S6 y 140 mM de glucosa inicial. mientras que en el cultivo con 170 mM la 
sintesis inicia a las 20 h. 

En estos experimentos se cuantificó la concentración de glucosa en el medio de 
cultivo a los dif"erentes tiempos de muestreo. Al examinar la cinética de consumo (Fis. 
9b) se encontró que. al iniciar la síntesis. el cultivo con S6 mM contiene 10 s de 
glucosall. mientras el cultivo con 140 mM contiene 21 g de glucosa/!. Quince h despuéa, 
el cultivo con 170 mM inicia la síntesis. con una concentración de glucosa de 14.3 JJ/I. 
T-bién ea posible ver que, cuando.el cultivo con 140 mM inicial contiene 28 g de 
si- y la aintesis se encuentra reprimida. 

Va que la concentración múima de glucosa que produjo desrepresión f"ue 21 gll y la 
minima que causó represión fue 28 gil, se estimó que el umbral reaulalOrio se ~ 
en •tu condiciones, entre 20 y 28 g de glucosa/I. 

Por otro lado, la Fig. 9c indican que el perfil de biomasa no muestran dif"erenc:ias 
importantes entre tratamientos. en el periodo entre las 4 y las 20 h. En la Fig. 9d se 
observa que no hay dif"erencias de pH entre los cultivos con 140 mM y con 170 mM. que 
- con los que se estimó el umbral. 
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Regu/ació11 por rarho110 e11 Fermentació11 Sólida 

Inicialmente se realizaron experimentos con C/N variable (concentración de lactosa 
constante) y altas concentraciones de glucosa (222. 334. S02 y 782 mM). pensando que 
la producción no se afectaria fácilmente. En el cultivo con la concentración mayor no se 
detectó síntesis de penicilina, en el de S02 mM el inicio se retrasó huta laa 8S h. 
Además de estas observaciones, se confirmó que el cambio de relación 
bagacillo/nutrientes/agua ocasionaba fuertes diferencias en densidad y aspecto del 
material, por lo que se siguió con la estrategia de usar un contenido fijo de nutrientes 
(azúcares) en los diferentes tratamientos y de utilizar concentraciones menores de 
glucosa. 

Se realizaron e><perimentos con C/N constante de manera análoga a lo realizado en 
medio liquido, probando concentraciones de glucosa por debajo de 224 mM. 

En estos experimentos. se observaron tasas de producción lentas seguidaa por taaaa 
rápidas. en lo que parece una desrepresión parcial y una desrepresión total de la ain-ia 
(Fig. IOa). Se puede decir que el periodo critico es el comprendido entre las 70 y lu 84 
h, ya que los cultivos con 1 12 y 170 mM se encontraban totalmente desreprimidos con 
concentraciones de glucosa por debajo de los 14.8 gil (Fig. IOb). En ese periodo, el 
cultivo con 224 mM estaba parcialmente desreprimido. con concentraciones de glucosa 
que van de 38 gil a 20.7 gll. Es importante notar que en el periodo anterior este cultivo 
se encontraba reprimido con concentraciones de glucosa entre 38 y 36 g/I. 

Entonces, la concentración máxima de glucosa con desrepresión de la síntesis fue 
14.8 gil. mientras la concentración mínima con represión fue 36 gll. Por lo tanto, ae 
estimó que el umbral regulatorio en este sistema se encuentra entre 15 y 36 B de 
glucosa/I. 

Tampoco en este caso muestran. los valores de pH de los cultivos, dif'erencias 
importantes (Fig. 1 la), lo mismo que las cinéticas de humedad. Este último parámetro 
se comportó de una manera normal para estas condiciones (bagacillo lavado y medio 
sintético): bajan ligeramente hasta las 70 h y después comienzan a subir hasta el final 
(Fig. l lb). 

La concentración de biomasa parece cercanas después de las 70 h (Fig 11 c). aunque 
hay que recordar que este método de cuantificación de biomaaa (gravimétrico) no ea 
muy confiable. 

Sobre la tasa o velocidad de consumo de glucosa. es posible observar (Tabla 4) que 
ésta sube al incrementarse la concentración inicial del azúcar en FS. Sin embargo. el 
f'enómeno es parecido en FSm aunque menos acentuado. 
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Fis. 10 Pn>Clucción de penicilina (a) y consumo de glucosa (b) durante el crecimiento de 
P.cluy.,.nunr P-2 en fermentaciones sólidas con diferentes concentraciones iniciales 
de glucosa (relación C/N constante). La concentración de glucosa se da en s/I. ya que ae 
considera que este efector se encuentra disuelto en el agua absorbida en el medio sólido. 
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Sistema Condiciones Período Tasa de Consumo 
Iniciales de Glucosa 

(h) (g/l*h) 
Fermentación 56mM 4 a 19 h 0.66 
Sumergida 

140mM O a 27 h 0.85 
170mM O a 27 h 0.92 

Fermentación 112mM 48 a 70 0.84 
Sólida 

170mM 62 a84 1.14 
224mM 70a90 1.84 

Tabla 4. C•lculo aproximado de las tasas de consumo de glucosa en FSm y FS con 
diferentes concentraciones iniciales del azúcar. 

Otros lvkcanismo . .; Regulatorio . ., de la Bios/11tesis de Pe11ici/i11a 

Recientemente hemos comenzad.; a estudiar la retrorregulación (o "f'eed back") por 
penicilina en FS. Es decir la regulación que ejerce la penicilina sobre su propia síntesis. 
Para esto se ha seguido la estrategia de adicionar dif'erentes concentraciones de 
penicilina V, como efector, desde el tiempo cero y determinar la síntesis de penicilina G. 
Ambu penicilinas se separan y cuantifican por HPLC. 

Resultados iniciales, utilizando P.chry . .,oge1111m P2-2. mostraron un claro efecto 
resulatorio que se maníf'estó como una depresión en la síntesis a una concentración 
inicial de S,000 µglml. mientras que este f'enómeno no se observó en cultivos con 
concentraciones iniciales de 1,000 y 2,500 µg/ml (Fig. 12). La Fig. 13 muestra la 
eatabilidad de la penicilina V durante estos experimentos. 
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2 en FS. 

., 



3. La Cepa y el Nivel de Producción. 

3.1 Resultados Artículo C: "Desarrollo de Cepas de Alta Producción de Penicilina 
para FS". 

l'rod11cció11 de I'e11ici/i11a ¡Jor /Ji_íerente.\· C"e¡:ut,\' 

Se realizaron f"errnentaciones sólidas y líquidas (sumergidas) con las siguientes cepas: 
Wisconsin «;4-1255. ASP-78. R8 y una cepa industrial CIBIOSA. Las producciones 
máximas obtenidas en f"ermentación sumergida FSm füeron <>.804 ~1g/ml con C'IBIOSA. 
830 µg/ml con P-2. 783 ~1g/ml con ASP-78. 6.1.l ~tg/ml con R-8 y 560 con Wisconsin 
La Fig. 1-C" muestra las cinéticas de producción en FS La Fig. 2-C" ilustra la tendencia 
de las cepas más productoras (en FSm). de alcanzar las mayores producciones en FS. 
Los tiempos para alcanzarlas variaron entre cepas. pero siempre f"ueron más cortos en 
FS. 

Comportamiento Comparativo (~olida v . .-. Líquido) 

Se calculó la producción relativa y la productividad relativa para las cinco cepas (Fig. 3-
C) 
La primera observación importante es que la producción relativa füe dif"erente para cada 
cepa. con valores entre 1 4 a 2.S En términos generales las cepas de mayor producción 
(en FSm) mostraron producciones relativas (PS/PL) y productividades relativas 
menores. Los tiempos relativos no variaron mucho: 0.45 para Wisconsin; 0.63 para R-8 
y 0.6S par P-2 y O. 7 para ASP-78. 

Comportamiento Comparativo de lo . .- Clone..-

Aj1lamjegto ele los Clones Para explorar las características de la población que 
conllituye cada cepa (revertantes, mutantes espontáneas. cambios en ploidla, etc.), se 
ai1laron 40 clones (colonias que mostraron dif"erente producción en cilindro de agar) de 
~cepa excepto la de CffilOSA (la cual no se utilizó más). 
Loa clon• de cada cepa füeron evaluados para producción de penicilina en cilindro de 
...... y se seleccionaron dos clones de alta producción. dos de media y dos de baja 
producción en ese 1istema Se realizaron cinéticas de producción de penicilina en FS y 
FSm para cada cepa. 

Compgnun¡ento Relativo Considerando todos los clones como un grupo, se observó un 
ransu mucho mayor de PSIPL. comprendiendo desde 0.6 a 16.7. De hecho desde 0.1 si 
se coOlidera al clon 7 de P-2. Este clon f"ue el segundo mejor productor en FSm, pero 
creció y produjo muy poco en FS (Tabla 1-C). Debido a que los períodos de producción 
fberun generalmente más cortos, las productividades relativas mostradas por los clones 
atuvieron entre O. J y 29 veces más altas en FS. El intervalo de tiempos relativos 
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encontrados en los clones fueron ligeramente más altos que los encontrados en las cepas. 
Es interesante notar que se encontraron tiempos relativos de 1. 1 y 1 .3 en algunos clones 
de P-2, i.e. periodos de producción ligeramente mayores en FS. Otro resultado 
importante fue que se obtuvieron algunas muy altas productoras de penicilina en medio 
sólido (ver Los Mejores Clones para FS). · 

Producción en Sólido vs Producción en Liquido. Entre los clones de cada cepa se 
observó lo que parece una relación inversa entre la producción en sólido y la producción 
en líquido. Cuando la producción en FS de cada clon de una cepa se graficó contra su 
producción en FSm, se obtuvieron coeficientes de correlación de relativamente b~ios 
(O. 127 a O. 761 ). Este hecho puede verse de otra manera. En la Tabla 2-C se observa que 
el mejor clon para FS (de cada cepa) es generalmente el peor para FSm. De manera 
inversa, los mejores clones para FSm son los peores en FS. Esta tendencia no se aplicó a 
la cepa ASP-78, ya que en este caso la relación fue directa (R-Cuadrada 0.566). Es 
interesante notar que esta cepa fue también la más heterogénea, mientras que la R-8 fue 
la mas homogénea. Esto indicado por la diferencia en caracteristicas de producción de 
sus clones (Tabla 1-C). 

Mejores Clones para FS~ 

Considerando todos los clones juntos, 4 de las mejores 5 productividades relativas se 
encontraron en clones derivados de Wis (Figs. 4-C & 6-C). Sin embargo. los clones más 
productivos en FS fueron el clon 20 de ASP-78. el clon 4 de P-2. el clon 6 de Wis y el 
clon 9 de P-2. En otras palabras. la mayor parte provino de cepas de alta producción (en 
FSm). Es más, los mejores productores de penicilina en FS también derivaron de cepas 
de alta producción (en FSm). y presentaron valores de PS/PL notablemente altos (Tabla 
3-C). 
Es interesante notar que las producciones de penicilina. en FS. de estas clones 
sobreproductores, representan incrementos de producción mayores de 500"/e, en relación 
a la producción de las cepas parentales correspondientes (Tabla 1-C). 
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ABSTRACT 

,...,..,.,. pr-. - .,. .-i.i su- and 4 sir- oil P. cht)<S-. In - -
-(SSF)_llquld_gedlllmlen181ian(l.SF), was-. ~~to 
prD<luee - - In SSF In r-ion to V.W c:oipacily IO do 90 In L&F wn - TI* 
wn done by ~ - rallo PSIPL (pr- In SSF/productlan In LSF). whlct'o -
- r- production. Clones-· -ted lrom .-ch Slreln - ..,........, In e -
...,. Tiw --~ diftwant rel- prodUclions (lrom 1.4 to 2.5). -..-'*"-· 
• much - ·--oll - productiona - --(0.6 'º 16.7). On - - -· 
- ~-prodl-*1g SU- In LSF -• .i.o - t.iat- producers In SSF. TtW -
..,. - P'"'*- ,_,.i.i oil a straln i. en lmpott- ,_In lls ~ - In SSF. 

~. - ~ --proclUcing -· (9,500 to 10.!IOD 119.,, ~ -
UM•-lromhigl>-~SU-(P2-ASP-7B).--.U.f1iglw-produc:ingSll'-• 

llnLSFl--·--s-tor.......,..~-~prodUcingSll'--to 
expresa-· -.:lenlly ttwW ~In SSF. In thls 111~. _ .. owerpoclUcing -.. 

~ -ed 1or SSF. wereobt-bythe pr----. Producllon lncre
al !IOD IO 8llO .,., In - cul!Ur• system, -• ..,._, 

~ _: _ chl)ls_.--.. producllan. ----. llqukf 

-· SU--clorWs. scr-*>g. lmprovan-.t. 

INTAOOUCTION 

One ol the majar po.- aspee!• ol salid stat• twrnantation (SSF) (speclmllw - mold9 -
ln..-ed) Is lhel .....-.. are, In most cases. produced at much higl.r yield then by liquid 
s.....,_gedter....-i (LSF) (Hesseltl"º· 1982; Llnderll-er & Clegler, 1975; Ghildyalefal. 

1885; Darrtoa-Gondilez. el at. 1900: Uarrios-~61ez "' at. 1990a). ttowever. these 
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conwpmrallve studies have been performed wilh relalively low-yk!Jdlng strains. which are ck>ser 
to lhe wild type than to lhe hyperproducing mulanls used in modern liquld fermentalion 
tndusUy. lt Is cliHk:ult to lmagtne thal a high-yiekfk'lg strain (developed tor LSF) will produce 
sevaral tknes more In SSF. 
n. problem ol obtalning ~te slrains lo< this cuAure syslem ~ not attracted reseerchers' 
attention. lthaSa-. inlulllvely~ed thatoblair*lgahigh-~ Sir_ (lar 

LSF) and using •in• SSF process woukS give lhe desWed resulls. TI'Nll is, Ul8 strain wouk:I produce 
more. keeping all the advantages associated with SSF. 
lt may be speculated that Ngt> pJoducing stralns, developed lor LSF, ..,., In certain ways 
specimltsta far this culture syatem, therefore thelir performance in SSF would very probebly be 
paor. In other words, these mlaoorganisms would hevft losl. during lheir geneUc 
lrnpravement, certain characteristics or capacities that alk>w good growth and performance 
In SSF, whk:h is the natural hebilal ol fungi and actinomycetes. In tact there is a leck ol 
informatton regarding the relationship between the microbial strains mld the culture system 
used. ll • not known if all the strains can produce more in SSF or even if .. can produce 
-grow In both syslems. 
nec.rtt IWIPO"l• on enzyme production seem to suppart the idea that good prodil.x:et"s in LSF 
ere -.iry poor pJoducers In SSF. Sh-ar- et al. (1992), wa<king wilh 
elpha-mmylae-Pfoduclng stralnS of Baclllus. lounO that of 51 st<alnS s1.-, 42 dld .-grow 
on - bren In SSF. Ol the str- lhat dld grow In SSF, 2 dld not produce - - In 
lhla •yslllm. Thr- •tr8ins _., - to Pfoduce lhll enzyme In SSF es - - In LSF. The 
-..,,. conctuded thal hlgh IJfoducerS In LSF _., poor producer• In SSF. -· lhls 111 
nal _, In lhe dala pJesented since one ol the two ~l·Pfoducers In SSF w- a Ngt> 
Pf......,_ In LSF llJ. llchenlforml• M27). Thls work shows lhal nol al - st<alnll, el .. _ of 

-·.,.... grow In SSF. Also, lhat di9crepancies In prD<luction -In - -etlon 
~-- need lor inlenslve scr-nlng to slMct potenl cuMur-~ -
lo--conc:•rr-. An lmport.,,.conctuslon is thatlhec:ullures u..t •egaod.,.,...._.• 

In LSF c:mn nal be -upon 10 perform -In SSF. -· Baclllus mighl be_. -

- slnc:e. 111•-·"111 imporlanl 'º not• lhal 90lid - 111 lhe ---
..-and acllnomycetes, so tt.w - mighl bll qu;111 --· -el o1 (1991)-the impoo1ance of w-aclM!y In SSF and developed•--
..-.m-.. laW-acllvfly (Aw0.96), pectinand2-deoJOY-tlfUCOM. t...owerlngAw-
by~~lnt-n-.mlhe-.or&seecllld~~-.u
of~<"-~~toSSF.Derwpr..-.----~ -------u.inu·----hlgNr-(O._,.Sil<_0.891111Mn1 
-----· lrom wliich 3 sir- produced tiv--of lhe enzynw In L.SF. •-
Joundlhal .. of.,.,,,haddec:rease<l~produc:tlonlnSSF. AltheAw0.9B~-
('°'6)pr--inc:reasedSSF and LSF activity. -.-... produdian~--~
in lhesolld "'Mfiwn (63% In 2 -ains). 
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.flloblllllW'--lnter.., o1Ulls_ls ___ b9gir191obe---.U 

----~ --·*-to-"""'-ln SSF. --mpplflrv•11cW11-110_......,.,.,_.o1r-.-...,.-.g_lar_......,. •. 
in.-.to~-~.-&~(1•7)-~ 
-ln~-*lp<oductlonbySSF.mimpilar-•www "1 ¡¡;;yol __ ,__ 

'lhlallwww ' c:yw.s~loU.Slrain solt19 ...... ...._.5..,..ol~IUjlllul'DI 

- 5 ol F- monllflbnne. They - G. fUl/l<UIOI P-3 - to Is....-,. to ............ 
.,.,._~olgibb9<_, .xi In SSF. Thls ..,_.,_P<oducllonlncor9islancy ...... nol be 
_to_,_._..,.ylnSSF.bUlis.,lnlrlnmlcd•**"-=ot--.~ 

~ - producl .-.. ---o1-.......-.-probebly bepm<I o/I _ ... _.,._ pnjloe---........... --larSSF. 
TIW-~ ollhe ,_ _ ~ he<aw•to lind out,, ___ luo11wiCe 

(hlgl.--- producllan In--) --In SSF 19 - •o-c:ullure ~ 0t ·---ol-........ ~ ........ lmpo<1-role.lllhl9---· _......,_..,_ ... ,., ........... ~..,-- ................... -... --
-~-be-•o--mpaclal•--SSF. The~ol-
--lo pnJduc9 - anl- In SSF In r-lon lo ltwW C8p8Clly lo p<Oduce 11 In LSF w• 
-· TI1le w-done by C8lculallng lhe ratio PS/Pl. (P<oducllon In SSF/p<_., lnLSF). 

- - ..-·-product01. PS/PL ~ be inlerprellld - - amount produclion In 
S8F Is~._., p<oductlon In LSF. 

MATEAIALS ANO METHODS 

M¡;rpqrgw*nw. TIW lolowlng Slralns o1 Penicllllum ch- - .- In U. 
-: Wi9coneln 54·1255. ASP-78. Re. P2 (ATCC 48271) - an --......... 
C1B10SA. - - ASP-78 -• klndly .,..,.,_ by Dr. J.F. Manin (U- de ~. 

Speln). - - Is • mutanl r-·- lo ... -·.-ic - - In - -(8srlos-GonzMez el al. 1990b). P2 w- - lrom ATCC. E•per- _, CllllOSA •aln-• 1Wloiii ___ compmny•a _at_. S.Clllu9 -ATCC--

- - -or organ.n In-..,.. Slr..n. -• -·- lreez•·-· ~ 
c:ullwn - kepl • -20"c In 20"- g1ymro1, - one mero vial ¡_.-, usad lar 8POf9 

lnoc:uklrn producllon lar each -·-· ...... B-•- -cullured In nutr1en1br'*1al3D"c. Triplo- SCJl' Agmt- 1~. ---
----ForP. clrtysogenum, ----producedlnP ___ :. 

- 1:1 o1 Cuipeck productlon ,_ (L.-.go el al., 1_,) - f>Mt -
(Ldpu--elat .• 1985). Thecomplagrawth_pi'_ ,,_reportad.,, ............ 
M ... (11161) _. - lor liquld auan.ged ......,___,P. chry8- P2. A8-

-.:oneln. For ASP-78, growth - production ..- reponed by Luengo .... (ta.>) -
employed. n...-... used lorCIBIOSAstralnls- onelhey cal dilulad p<.-.ction
-ls uMtd In - eo<np90y lo perform rapld-s lo ev-. r- ......-. •~ 
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ot lac*:Jee, pharmmnedia, com steep liquor and Ca C03 in concentralions that do not differ grealty 

lrom--..-. 
The media .....et to irnpregnale the solid support for SSF was a modification or lhe production 
meda menlioned befOl'e. The original concentrations were duplicated. 1.4% glucosa added and 
pher1ylm::etic 9Ckt concentration ftxed at 7 .4 mM. pH was adjusled to 6.65 which gave 6.5 after 

lmpregnallng - aolld .-rn. 
erxt Rirr in Ap« Dj5ka, For production evaluatk>n in agar disks, 30 mi ol the medium (Power) 
were used per pelri dish (9.5 cm). Cylindefs were cut wilh an e nwn punch. and placed in e lllerila 
emply ~ dimh. Cylinde<s -e lnoculaled ;n lhe cenler wilh spores lrom a colony wilh a sha<p 
tooth pide. The dishes were sealed wilh paraflkn and incubated until sporulation (•ound 4 days), 

p<oduction was measured by di<ect tMoassay of lhe cy~s • 
. , k! *1 fwnwllaljgn Far liquid submerged fermentations. 50 mi of growth medk..n1 In 250 mi 
~tlmmka..,. inoa.Jlated with 106 spores/ml. Flasks were incubated al 25°C for 40 to60 

tws (....,_ idioljj on lhe Sir-) • 250 rpm. FM> mi of lhis cullure were usad to lnoclAale 45 mi ol 
producdon rnediurn in 250 mi et'knvneyer n.sks. which were incubated (250 rpm) at 25ºC. 

6f;# SS- F*Jiwn'eljgn The culture was achieved under non-mplic condilions -
previcJu91r de9cr"ibed (B•rios-Gonz61ez et •l., 1988). Column fermenlers contained 12 gol 
suu--=-- t.gasse pith impregnated wilh the inoculated (2 X 1c8 spores/ml) liqukl medium. 
Bagea- w- ground and aieved (10-30 mesh) befare pre-treatment. The incubetion 
tempera&ur• w- 25ºC and the aeration rata 2 l/h column. 
ApWyUr;pl 1491txxts. In liquid lermentalions 2 flasks were collected at every uimpling time. 
Cultures were filtered and biomass estimated by dry weight. Penicillin was determined by 
bioaaaey uaing 60 111 of lhe filtrate. In a similar way. 2 complete salid fermentatk>n columns 
were collected at every sampUng time, and analyzed as described before (Barrios-Gonz61ez 
et al., 19811). Penicitlin was extracted lrom SSF samples wilh phosphate buffer O. 1 mM pH 5.5 
(if necessmry. pH was adjusted with H3P04) by centrifugatlon 20 min at 1700 rpm. Sixty ¡d of 
the elllr-=t or • convenient diluf:ion were used for the bioassay. Productk>n was e•pressed in 
,.g of penlclmn G per g of dry fermentad 1naterial. Biomass concentration was estlmated by 
dry weighl. Al eJCperffnenls were performed in duplicate. 
pennMiqJ p1 PMwnttlvrs. As mentioned befare, the ability ol a strain to produce penicillin in 

SSF in relmlion wilh the capacity to do so in LSF was evaluated by calculating certaln 
,,_..,.. ... Relalive production was deftned as the rallo of production in solktlproducUon ln 
liquld or PSIPL This parameter may be inlerpreled as lhe number of times lhe production in 
one gr.., of dly s<*f ....-..m (kl SSF) Is greater than the production In one mi In LSF. 11 mey 
be~ lhal 1 mf weighs 1 g to obtain an &dimensional pararneter. or conalder ml/g to 
be the Wllla. In this last case. the per8mltter could be lnterpreted as the .-....nt>er ol mi ol LSF 
U. produce U. penlcilin fOf.Mldl in one grom ol SSF. This parameter is not intended to be.., 

-.-.ie -..e slnce o~ crllerla may be used (concentrallon In SSF mey be given In 
µg/ml ol moistl.N'e or both concentraUons given lnµgtml ol reactor. etc.) and different values 

•• obteined. In• slmilarway relativa productivily - productlvity in solid (f•gtg•h) / producthrity 
In liquid "•g/ml•h): relative time ... time to reach peak productlon in SSF I time to reach peak 
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-producllon In LSF.·,._--... lndlcml•-•--lhe r~~ ola 
81raln. - ~ ghlae - - o1 - .....,, ...,_ Is lh9 ,SSF procesa mora .,.,.....__ -·.m.-1n-1rect1anol-Umer_.ired-P.-.. ~In 
LSF -- ,._.....,¡ p.-.1n SSF-. . . 
----000-edlDbe ___ productlon_lnSSF,_...,.._ 

v-r-IOthe_ol....,..._._lnLSF.,.._.;-tor.,.._lanolknown, 
• ---ed 'º - _ .. _ ~ - -pnxluellon In L8F - ....... be -
praduc:l ol mulUplylng peeli ~In LSF bl' a - -¡¡:ÍrodÚi:llon.·The v
ol - .... -..,,.¡,¡,. .. almo..- bul ....... be~ - 18.7 (whk:tl ..... ~ __ .., __ ,_ ' 

RESULTS 

j··· 
1 . 

... 
.. .. .. 

Tl ... Ctlt 

...... -.-_ ... __ .. _..,, 
__ ... ,. __ .C*OSA(-J,P21+1 

--nl•J,llB(oJ.-54-1255(") 

Penk:ilWI I~ ...... pertor11eecl In 

llquid ~ - - -1...-mMllellon uW'l1 - ~ ..,_, 
- 54-1255, ASP-711, R8, P2 - _. 

--~ -productlone 
- In LSF _., 8, - l'fl/rrl l>JI 
CIBIOSA; IÍ3D µg/m bl' P·2; 783 l'fl/rrl bl' 
ASP-711; 633µgl'ml by R,e-9S>l'fl/rrl 1>J1 
Wl9C>Of1Sin. Flg. 1 .,__ - producllon 

............ In SSF. Fig. 2 -- -
~ ... ~-produclng - (In 
LSF) 10 ruch - ~ .,- In SSF. .r..._ ___ .., __ 

8rncing ... -. - --~-In 
SSF~ , 

CgmpK...,,. P.rk•nwm «fiqlid. ,,. 
LIQullll 
_pr ___ pradUc:IMly -----5-(Flg.3). 
The .,_. lmportent ob81r4 ..... i ...... 

relal- productlon •--- - -slrain. ranglng lrom 1.4 to 2.5. In gener• 

......... higher produdng - (In LSF) 
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- --productlons (PS/PL) - r- productivilies. Relalive -cllcl nol vmry 
greally: 0.45 for Wisconsln; 0.6 for CIBIOSA; 0.63 lor R-8; 0.65 lor P-2 and O. 7 lor ASP-78. 

,.,,...km gr Clprw:¡ . To e•pk>re the dw8Cleristics of the populatk>n lhal constihJt- each 

atreln (r.,,....,.s. spontaneous mutants. changas in p&ok:ly. etc.). 40 clones were isolmled 
lrom .-. •Ir-. except CIBIOSA (slnce no lurther work was prelormed wilh thls str-)
Clor-. were colonies isotaled on egm" platea lhat had been inocu&Med wMh • spore 

a._.ion. Clones ol each strain -- acreened lar penicillln produclion In - disk• -

2 high, 2 mediufn and 2 low produc9'a (In - disk) -· aetected. -- production 
kinellca, In SSF and LSF, -e o-tuo11- lor each clone ol each strmin (nol 8hown). 

Cggpw91!we Pwfqrrwica. C.,,_lng .. - clones - a group, a much - •- o1 
PS/PL--...ct. ranglng lrom 0.8 to 16.7. In lact, lrom 0.1lfclone7 ol P2 is _ad. 
This - - - MCOnd beat produoer In LSF, but --produced v.y poorty In SSF 
(T-1). -productlon--lnSSF-euauely8hof1er,..-1ve~
by--rmngectlrom0.1 to29-more productNelnSSF. Ther-of r-
lound -. - clones w .. llllght'>' gre9ter thlln the one observed In - .-. K w .. 
-..ilng, --.gh, thatr--ol 1.1and1.3-eobHrvedln..,._'*"-9olP2,l.e. 
llllghlly ""- productlon -- In SSF. Another lmportant resutt was lhal aome very high 
--producer9 (In SSF) were obt- (•- Best C-for SSF). 

T- 1. ~alive pertor,,_ (SSF/LSF) ol the clones derlved lrom - atreln ol ,._ 

cJNys-

CLONES 

ORIGINAL RANGE OF RELATIVE RANGEOF 
STRAIN RANGE OF PSIPLa PROOUCTIVITY TSITI.c 

P2 0.1 -10.B 0.08-B.4 o.so- 1.34 

R8 2.2-5.1 2.9-8.7 0.87-0.78 

AllP-78 o.e- 15.4 1.3-29.0 0.43-0.118 -· 5.78- 18.7 7.8-25.0 0.48-0.88 

a: - producllon - producllon In SSF I productlon In LSF; b: Wisconsln 54-1255; e: ---
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T- 2. Ptwformm1C9 In LSF ol lhe bes! clone (ol each sir-) In SSF. - -1ormm1C9 In 
SSF ol lhe besl clona In LSF. 

----- --- ~-· --
STRAIN BESTCLONE PERFORMANCE BESTCLONE PERFORMANCE 

INSSF INLSF INLSF INSSF - #6 worst " 15 WOft 

R8 " 12 worst " 14 worst 

P-2 "4 4of5 " 17 3ol5 

ASP-78 "20 besl "20 best 

P'J?"cttm;, Bf*t va Puytrc•im 1n •km*'· Among lhe c1onn of eech slr8in. wtllll ....-et 

-------pr-lnSSF-productlanlnLSF. Ciar-. 
- - hlgh productlon In SSF - to llhow 1aw productlon In LSF. Tilill ---r. lram j)Mfect. -productlon In SSF of __ .,, __ .. _,_.. 

~ .. pr-.:tlDn In LSF. oorT-...-.... ... of 0.127 1or -· 0.157 lar P·Z. 
O.l!871orASP·78..S0.781 lorR-8-e-. -· -18Clcenbe--eled 
~T-2.Rle ______ lorSSF(ol_lllr_)le-illllf--lor 

LSF. ~. - besl clones tor LSF ••-worst lor SSF. Thia r--.... mpplif 
lo '*"-of ASP-78. slnce In lh81 C8se lile relallon w-direct (R·Squse 0-588). ft Is~ 1o,....,.. __ molhemoM___.,...s1re1n. ____ ..,.....,,._ __ -by--ence In producUon -aclerisUcs of lhe clones (T- 1). 

Bnl Clpnn lqr SSF 

COi-~111- - c:lor.s logether. lt Is-.....- that 4 ol the best 5 r-prodl
-• lound 1n-. derlved lrom Wls (Flgs 4 & 6) • .._.,,,.,_ lhe mosl pr--. In 

SSF -• ctorw 20 lram ASP-78. clona 4 trom P20 clone 6 trom Wle - ctorw 8 lram P2. In -wont.. -mlljority C8rnlt lrom hlgh produclng str81ns (In LSF). Mor-._...,_. 
,,__. pr- In SSF 111so -• derived lrom high produclng at<- (In LSF) ..S 
~ed ~ hlgh PS/PL values (T- 3)-
• Is .,_esllng lo na1e lhet penicillin y- In SSF ol lhese high-produclng .,..._. ,__.. 

productlan - gr-er "-1 500 % - compmred to - produc:llon ol -
carrr.iponclng ---Strllin (T- 3). 
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Table 3. Genetic improvemenl obtained in the best clones isolated. 

STRAIN CLONE PROllUCfON AELATIVE TIMEc PROCIUC110N 
IN SSF PRCDUCT10N (h) IN CREASE - !PS/PL}• ~) 

P2 Pab 2,004 2.5 115 o 
P2 "4 10,555 10.8 138 -2 P2 "9 9,695 9.6 138 465 

ASP-78 Pa 1,366 1.7 92 o 
3 ASP-78 "20 8,750 15.4 84 640 

4 P2 " 17 5.661 9.9 113 271 

WIS Pa 1,354 2.3 70 o 
5 WIS "8 4,531 16.7 61 334 

8 WIS "12 4057 11.2 66 300 

a Production in solld divldod by maximal producUon in Wquid. b Pa - Par_,.al &I<-. e .-
to_..,.._ producllon. 

DISCUSSION 

Tha lllJiMr ol--9fll Sir- to produca .,..- in SSF r-11 lo~~ IO do_ In 

LSF - --· Tiiia w- dona by c:ek:Ul9llng - ratK> PS/PL (producUon In SSF / produc:tloninLSF), ---•-lv11productlon. Resull• ___ _,,.., .. 

- --·-producllons. In - words, - si<_, e...- llwW pr-
--ln&SF belt•---· 
--.. ,_,.,. on anzymes ~ .._e thal hlgh produclng ... - In LSF -
~ pcxw produc;9rs in SSF (9-•- et •l. 1992; Antier efal. 11181) • ._,In 

--- ~ .,....,_,.produclng s1<-1n liquld mec11um mso pr.-..:.ct - ~ 
- in SSF. Thls lndical .. 0.- lhe prodUcl- - ola SI<- (._by .. yl9ld In liquld _,.,_a gr.-..-on-produclion ___ In SSF-tt>Mmut-....., 

---ed-conlrolol-Sl<ain, •elll9o.-.ito,,........lnSSF. 
A stnln la l-..ly ger-.ily --..i . ...-Sil has been recenlty- or pur-. 
Tha dagree ol -_..,;iy also dllpends on ils '-1dlir1g - -·-·· Tiiia 
phm1D11•ion la per1lculartw ~In secondary-mlll-e·produclng str- (e.I 19a>; 
'-> 11192). Taklng _.,._ ol lhla, ctones _., lsolaled from each st<aln to ...,... -

-olcfosely ·-""---·· ~- hlgtwr producing si<_ In LSF -e also the highesl producers In SSF, ..,_ 

thedanesol _,,.,sir..,, en - ·--was detected. ThM Is. - ~ ~ 
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clones In LSF were lower producers in SSF and vice ve~a. A posslble a•planatk>n ls that the 
great difference ln productlon leva! between strains maskf thls lnverae tendency. '1l1e lacl. that 
ASP-78 was the ITlO&l heterogoneous straln and that lts clones showed a direct relatk>n aeerns 
to support thls hypothesl&. 
When relativa per1ormances of the clones were deternllned, a much wider range of relativa 
productlona and producUvitles was observad. Clones were lound that produced up to 16 tlm
more In SSF (PS/PL) arid were up to 29 times more productiva. Conversely, lew clones were 
lsolated thal grew and produced much better In LSF. These results conllrm tha above 
mentloned concluslon /.e. sorne strains e>epress their production potenUal better in SSF. 
On the other hand, htgher ylelding strains (in LSF) showed a tenclency topreaerit loWar ntlative 
performance (PS/PL and relativa productivity). These results suggesls that hlgher-produeing 
strains tend to axpress less etficiently their productlon potential in SSF. Tha reason for thls 

could be the k>ss ot certaln characterlstics, needed to grow and produce Vl SSF. durlng thetr 
lmprovement program. 
Moreover. when all the clones testad were comparad, lt was observad thal the clones wtth 
the hlghest relativa productivitles were derlved from the low producing str..,, (Wi.conaln). Thls 
lndlcatea that strains closer to the wild type aclept and perform (within lts production potentlal) 
batter In SSF. A previous Idea Is complemented by the latter conelu&k>n. /.e. h¡gl'ler producing 
stralns tend to e:xpress less efficlently lhelr production potentlal In SSF, while strains ck>ser to 
the wUd type tend to express tt fully. A possible lnterpretation ts that the low-yiekllng strains 
have kepl certaln characterlsttcs that, although not dlrectly re&ated wlth the bioayntheSl:a ol the 
antlblotlc, ara useful fer growth and prodUct&on In SSF (tha natural twbllal for rnokts). 
Nevertheless. in terms ol antiblollc litre reached In SSF. results conflrmed the impor1ance of 
the productlon potentlal. The hlghest-producing clones In this culture aystem, w.e Q91'\81"ated 
from liquld-hJgh-yieldlng strains. However, these dones possesaed both charactaisllca : high 
producUon potentlal and lts effident expresslon SSF. 
At thls point, lt Is lnterestlng to note lhat several very high producing Ck:Jnea. that can be 
consldered speciall&ts ror SSF, were obtalned by ihe procedures performed. Flve and ah< fold 
lncreases In penlcillln production In SSF were obtalnad (compared to the prodUctk>n ol the 
correspondlng parental straln). This means that an etlecttve proeedura to lsoa.te pota1t 
cultures partlcularly sulted for SSF ls clone screenlng of the llquid hlgheat proctucing atrain(s) 
avallable. 

CONCLUSIONS 

1) The capacity ol a straln 10 produce penlcilUn In SSF Is nol directly relai.d lo the capacily to 
produce the antibiotlc ln LSF. That is. sorne strains eJCpreas better their prodtJction potential 
(lndlcated by lts productlon In LSF) In SSF. 

2) Producllon polenttal of a strain ls an lmpor1ant factor In determlnlng maxlmum penlcillin titre 

lnSSF. 
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3) Hlgh-produclng &tralns (fer LSF) were also lhe highest producers In SSF. However, among 
the ctonea of each atrain an Inversa tendency was obael'ved l.e. higher producing clones in 
SSF tend to be the worsl in LSF and vice versa. 

4) Hlgher producing atrains (devalopod far LSF) tend to express le•• efficlenUy their production 
potentlal In SSF. Neverthelass. sorne of lhelr ck>nes hava kapt the char8Clerlstlcs that elloW 
good performance In SSF. 

5) An elfectlve procedure to lsolate potent cultures, partlcularly sulted ror SSF, Is clone 
screenlng ol lhe higheal produelng Hquid stralns ev-. 
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V.-DISCUSION 

l. Producción de Metabolitos Secundarios por FS 

1.1 El Sistema de FS (soporte-sustrato) 

Corno se indicó en Antecedentes, las fermentaciones sólidas tradicionales (tipo koji) se 
realizan en granos de cereales o leguminosas, sin embargo las FS no tradicionales, en las 
que se ha notado un gran repunte de interés en los últimos 15 años, se realizan en sustratos 
amiláceos como harina de yuca, desechos de camote o plátano; pulpa o desechos de uva, 
manzana y cítricos.· También en sustratos lignocelulósicos como bagazo, alote, paja de 
trigo, aserrin, etc., principalmente con el objeto de enriquecerlos en proteína o para 
producir enzimas. 

Nuestros estudios sobre metabolitos secundarios en FS comenzaron usando harina de 
yuca (Barrios-González et al., 1990) y estudiando la síntesis de aflatoxinas y de ácido 
giberélico (Fajardo & Barrios-González., 1988). En ese periodo se observó que cuando el 
soporte y el sustrato son el mismo i.e. la fuente de carbono constituye· pane de la estructura, 
las características fisicas del soporte se van deteriorando. Esto impide la realización de 
cultivos por tiempos prolongados que es lo deseable para la producción de metabolitos 
secundarios. 

En este trabajo, se pensó en utilizar un soporte inerte impregnado con medio de cultivo 
con el fin de que la estructura sólida no se deteriorara durante el cultivo. El sistema 
presenta ventajas adicionales para estudios básicos (puede utilizar los mismos medios que 
en FSm, observar el efecto de la presencia de diferentes compuestos y poder recuperar y 
analizar el medio de cultivo). 

Se probaron varios plásticos esponjosos y soportes naturales corno bagacillo de caña y 
alote. Los hongos utilizados (Gibberella fujilcuroi, Aspergillus parasiticus y 
P.chrysogenum) crecieron y produjeron en estos materiales. Sin embargo, el bagacillo de 
caña sobresalió por el mejor crecimiento y producción (Barrios, 1988; Raimbault et al., 
1989). De esta manera, se decidió realizar estos trabajos usando este sistema, que no sólo se 
considera no tradicional, sino más bien novedoso, dentro de la categoría poco usual de 
soporte impregnado (Rairnbault et al., 1989). Finalmente, el sistema ha resultado no sólo 
útil para estudios básicos sino excelente para producción de enzimas y de penicilina. 

Algunos años después de comenzar esta tesis, apareció un reporte sobre la producción de 
ácido giberélico en FS utilizando un sistema de salvado de trigo en matraces (Kumar & 
Lonsane, l987a), siendo el primer estudio sobre producción de un metabolito secundario 
útil por FS. Al poco tiempo, se publicó nuestra primera investigación sobre producción de 
penicilina en FS sobre soporte irnpregnacfo (Barrios-González et al., 1988). Más tarde, 
aparecieron articulas de investigación sobre producción de antibióticos y otros metabolitos 
secundarios en diferentes sistemas de FS (Tabla 5). Estos estudios han venido a constituir 
una segunda etapa de estudio e interés en el tema, después de la etapa de los estudios sobre 
micotoxinas en la década de los 70 (ver pág. 34). Esta nueva etapa se caracteriza por la 
diversidad de metabolitos secundarios y por el uso de sistemas no tradicionales de FS. 
También por que algunos de estos trabajos no sólo optimizan las variables de proceso más 
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comunes sino que realizan estudios básicos más profundos con el fin de entender el 
metabolismo secundario en medio sólido. 

Sistema Producto Concentració Tiempo Referencia 
Microorganismo deFS n (días) 

µglg 
Gibberellla Salvado de Acidos 1,217 7 Kuhmar& 
fujikuroi, Trigo Giberélico Lonsane, 
Fusarium J987a.b 
moni/iformis 
Penicillium Soporte Penicilina 10,500 5-6 Barrios-
chrysogenum impregnado González et 

(bagacillo) al., 1988, 
J993a,.b 

Streptomyces Residuos de tetraciclina 4,720 5 Yang& 
viridifaciens camote Ling, 1989 
Streptomyces cebada cef"amicina 300 10 Jermini & 
c/rnwllgerus Demain, 

1989. 
Achremonium cebada cef"alosporina 950 10 .. 
chrysogenum 
Aspergil/us yuca aflatoxinas 6.0 1.2 Barrios-
parasiticus González et 

al., 1990 
Baci//us subtilis salvado de iturina 3,660 2 Ohno eta/., 

trigo 1992 
C/aviceps centeno alcaloides 690 11 Trejo, 1992 
purpurea soporte 960 
C. fasiformis soporte 2,080. 8.5 

centeno o 

Tabla 5. Producción de antibióticos y otros metabolitos secundarios por fermentación 
sólida 

Como se puede observar en la Tabla 5, se han utilizado desde Ja adaptación del sistema 
koji utilizado por el grupo de Peoría (Hesseltine, 1977a,b) para la producción de 
micotoxinas, hasta la FS en soporte impregnado. Los niveles de producción obtenidos en 
estos trabajos, parecen indicar que en el sistema de FS de granos se obtiene menor 
producción, y en tiempos más largos. También es posible que se dificulten los procesos de 
extracción. Se observan altos rendimientos en los sistemas de salvado de trigo y soporte 
impregnado. Es interesante también la alta producción de tetraciclina obtenida en residuos 
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de camote. Sin embargo, es conveniente recordar las altas producciones de micotoxinas 
obtenidas por el grupo de Peoria en FS de granos con agitación. 

Las observaciones realizadas en esta tesis indican que, comparativamente con los 
sistemas de lermentación tipo koji o no tradicionales, la FS en soporte es más fácil de 
estudiar y de optimizar. Como se vio en secciones anteriores, es posible variar en forma 
independiente el contenido de agua, nutrientes y soporte. De esta lorma se generaron en 
este trabajo las superficies de respuesta que indican las zonas de máximos de producción. 
También resultó versátil para realizar estudios de regulación con cierta precisión, lo cual es 
imposible en los otros sistemas. 

1.2 Los Microorganismos y los Productos 

Gracias a los trabajos publicados en los últimos seis anos, la FS se va definiendo como un 
método general para la producción no sólo de micotoxinas, sino de antibióticos y dif"erentes 
tipos de metabolitos secundarios en general (estimulantes del crecimiento vegetal, 
alcaloides, aromas, entre otros). 

El panorama es también optimista debido al amplio rango de microorganismos que se 
pueden emplear satislactoriamente para producción de metabolitos secundarios en FS. 
Electivamente, no sólo se pueden utilizar diCerentes tipos de hongos sino que ya existen 
procesos con actinomicetos y al menos uno que emplea una bacteria no filamentosa del 
género Bacillus (Tabla 5). 

1.3 Factores que Controlan del Metabolismo Secundario. 

1.3.1 Factores Ambientales 

1) Humedad y Actividad de Agua 
El contenido de agua (la humedad) de una FS aumenta durante el cultivo. La humedad 
inicial está constituida por el agua ligada y por el agua <!.isponible para el microorganismo. 
Se considera que, durante el cultivo (FS en soporte), va .disminuyendo el agua ligada, pero 
se va incrementando el agua integrada al micelio. Sin e~bargo, el agua disponible es una 
incógnita, ya que no hay lorma de medirla. 

Por lo tanto, la diferencia en una FS de una fase soporte-sustrato, es que el.agua ligada 
va en aumento debido a la disolución constante de sustrato. 

La actividad de agua (Aw) es un parámetro relacionado con la concentración de solutos 
en una solución, y representa la proporción entre agua ligada y agua disponible. En algún 
tiempo se pensó que el valor de Aw podria indicar el agua disponible durante la FS, sin 
embargo esto sólo sucede al inicio del cultivo, ya que en el transcurso de la fermentación 
este valor se ve crecientemente afectado por el Aw del micelio (Oriol et al., 1988b). Sin 
embargo, el Aw inicial del cultivo sólido sí representa el agua disponible. 

Se ha demostrado que, al menos en FS en soporte, la Aw inicial controla el crecimiento 
(trofofase). Este parámetro tiene un efecto directamente proporcional sobre velocidad 
específica de crecimiento e inverso sobre el tiempo de germinación (Oriol et al., l 988a). Se 
encontró también que la humedad inicial (entre 40 y 75%) no tiene ningún efecto sobre la 
fase crecimiento de A. niger en bagacillo de caña impregnado con medio sintético. Es 
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decir, no se afectaron: el tiempo de germinación, la duración del cultivo ni la velocidad 
específica de crecimiento. 

En este punto, es necesario recordar que el sistema de FS en soporte está formado por 
tres componentes principales: el bagacillo, el agua y los nutrientes. El bagacillo y los 
nutrientes representan los sólidos, de manera que para aumentar la concentración de 
nutrientes, manteniendo un contenido de humedad, es necesario disminuir la cantidad de 
bagacillo. De igual manera, para aumentar el contenido de humedad, sin afectar la 
concentración del medio en la fase líquida, es necesario disminuir la cantidad de soporte 
(ver Fig. 1). 

Los experimentos de Oriol et al. (1988b) sobre humedad se realizaron manteniendo la 
concentración del medio (Aw = 0.977) constante a costa de disminuir la cantidad de 
soporte. Para incrementar la concentración del medio líquido (disminuir Aw) en otra parte 
del trabajo, los autores disminuyeron la cantidad de soporte y agua, observando un 
incremento en el tiempo de germinación y un decremento en Ja velocidad específica de 
crecimiento, así como un aumento en la concentración final de biomasa. Los autores 
concluyeron que la actividad del agua del medio absorbido controla el crecimiento, 
mientras que la humedad inicial no es importante en este sistema de FS. 

Ef"ecto de la Humedad y la Concentración de Nutrientes (Actividad de Agua) sobre la 
Producción de Penicilina por FS. 
En contraste con los resultados de Oriol et 11. (1988b) arriba mencionado, el primer 
articulo presentado en esta tesis (Barrios-Go.,zález et al., 1988) indica que Ja humedad 
inicial tiene una importante influencia sobre el nivel de producción de penicilina obtenido 
(la idiofase). Para estudiar este efecto, se modificó la humedad (entre 60 y 78%) 
manteniendo Aw constante, de manera araloga a lo realizada por Oriol y cols. Se observó 
que en los cultivos con humedades inic'ales de 70 y 73o/o, se obtuvieron altas velocidades 
de producción en la parte final del cuJt."vo lo cual permitió alcanzar una producción de 800 
U/mi (1,120 µg/gms), a diferencia de los cultivos con humedades mayores o menores, los 
cuales llegaron a 200 U/ml (280 µg/6) por falta de este comportamiento en la parte final. 

En el mismo artículo ""' re11izaron experimentos en los que se incrementó la 
""ncentración de nutrier>"'S (disminuyó Aw) manteniendo constante la humedad en 70%, a 
costa de disminuir I? .;antidad de bagacillo. Se encontró que, a diferencia de la trofofase, el 
uso de mp<fio" concentrados favorece la producción del antibiótico en FS. Este efecto fue 
importante, ya que la producción se incrementó cinco veces en el medio 2X (doble de la 
concentración utilizada en FSm) en relación al medio normal IX. Se comprobó que el uso 
de estos medios concentrados produce un efecto adverso en FSm. 

Lo anterior representa una diferencia notable en el efecto del contenido y actividad de 
agua en la trofofase y la idiofase en este sistema de cultivo. Esta característica representa 
también una diferencia marcada entre la fisiología mostrada por el hongo en FS en relación 
al comportamiento del bongo en FSm. 

Ef"ecto de la Relación de Componentes del Medio Sólido (Nutrientes/Agua/Soporte) 
sobre la Producción de Penicilina por FS. 
Estudios más recientes confirman los resultados anteriores, utilizando el medio de 
Somerson y otra cepa de P.chrysogenum (P-2), y amplían el horizonte en este campo ya 

108 



que se encontró que las conclusiones del primer artículo (arriba mencionadas) son casos de 
un fenómeno más general. 

El estudiar el efecto de incrementar la humedad o los nutrientes, en forma aislada, nos 
da una visión limitada ya que hay varias maneras de llegar a un cierto valor de humedad o 
concentración. Por ejemplo, la humedad se puede incrementar por tres caminos diferentes: 
1) a costa de disminuir el contenido de soporte e incrementar los nutrientes lo suficiente 
para mantener una concentración constante en el medio; 2) incrementar la humedad y el 
contenido de soporte a costa de disminuir los nutrientes; 3) incrementarla a costa de 
disminuir ambos factores (soporte y nutrientes). 

Los resultados de esta sección indicaron que: 1) efectivamente, al incrementar la 
humedad (a una Aw constante) compensándola con una disminución en el contenido de 
bagacillo, la producción máxima de penicilina sube; 2) sin embargo, al incrementar la 
humedad y el bagacillo a costa de disminuir el contenido de nutrientes, la producción baja 
de forma importante; 3) se encontró también que al incrementar la humedad a costa de 
disminuir nutrientes y bagacillo la producción máxima de penicilina sube. 

Estos resultados demuestran que el efecto (ambiental) positivo más importante se debe a 
la disminución del contenido de soporte, más que al incremento de la humedad o la 
concentración. Se encontró que la Aw (varió de manera paralela a la humedad, excepto en 
el primer caso) no tiene un efecto directo sobre la idiofase, la cual está regida por la 
relación entre el soporte y los otros dos componentes. 

Desde un punto de vista más amplio, las tres estrategias para ajustar el valor de la 
humedad (o concentración) son en realidad diferentes combinaciones de los tres 
componentes. En el capítulo de Resultados se mostró un triángulo (Fig. 1) que representa 
las combinaciones teóricas que se pueden hacer entre soporte, agua y nutrientes. Sin 

. embargo, sólo es posible realizar FS en una pequeña zona. De esta forma, los estudios 
arriba mencionados caen en una área delimitada: 10 a 24 % de soporte, 58 a 80o/o de agua y 
4 a 26 % de nutrientes. la cual viene a ser un pequeño hexágono en la esquina de alta 

. humedad y zona de bajos nutrientes y soporte. 
Para estudiar de esta forma global los resultados arriba expuestos se graficaron las 

relaciones nutrientes/soporte (N/S) y agua/soporte (A/S) contra producción de penicilina. 
Esto dio una superficie de respuesta en la que se confirmó que la producción disminuye en 
la zona de alto soporte i.e. baja N/S (< 1) y baja A/S (< 4.5). Se observó que la producción 
del antibiótico sube hacia la zona de bajo soporte. Sin embargo, la respiración (producción 
total de C02) disminuye al aumentar la humedad y disminuir los nutrientes, pero no 
responde a diferentes contenidos de soporte. 

En la zona de bajo soporte, es posible ver dos máximos de producción de penicilina, uno 
en la región de alto N/S (2) y menor A/S (5) y otro en la región de alto A/S (7) y menor 
NIS (1.5). Resulta interesante que, en la zona de bajo contenido de soporte, condiciones 
iniciales de altos nutrientes y baja humedad sean propicias para una alta producción, al 
igual que condiciones de menor contenido de nutrientes y alta humedad. 

El que se necesite bajo contenido de soporte y alto de nutrientes y/o de agua para tener 
una alta producción se puede explicar por su efecto a dos niveles. Desde un punto de vista 
del espacio interparticula, se puede pensar que los cultivos con menor contenido de soporte 
(los de mayor producción) tienen una menor densidad aparente, de manera que contenido 
de espacios vacíos (porosidad) es menor. Esto coincide con los resultados del artículo B de 
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esta tesis (Barrios-González .:t al., l 993b >. en el que se demuestra que la producción de 
penicilina se incrementa a mayores densidades. Se considera que las condiciones de 
reducido espacio vacío no son propicias para el crecimiento pues se llega más rápido a una 
inhibición por contacto entre micelios. Es posible entonces, que este contacto estimule la 
producción de penicilina en FS. 

Una explicación intraparticula seria que en los reactores con menor contenido de soporte 
(condición de mayor producción) tienen un menor número de particulas entre las que se 
distribuye el agua y los nutrientes. Por lo tanto, cada partícula tiene una mayor cantidad de 
agua y nutrientes. Estas condiciones iniciales probablemente permiten que haya un mejor 
aporte de nutrientes durante la idiofase que lo mantenga en un rango de µ2 adecuado para 
la producci<'.>n. 

Es posible que haya otro efecto ya que condiciones de alta agua disponible logran 
transportar la penicilina lejos del micelio que lo formó (puntas de crecimiento) y de esta 
manera evitar la retrorregulación. También es cierto que no toda el área que separa estos 
dos máximos (de 5 a 7 A/S y de 1.13 a 2 N/S) fue muestreada, por lo que cabe la 
posibilidad de que todavía exista un máximo igual o mayor en o alrededor de N/S=l.5 y 
A/S=6. 
Humedad Adecuada para Dif"erentes Grupos Microbianos 
Diferentes sistemas de FS tienen diferente capacidad de retención de agua y por lo tanto 
diferentes niveles de humedad óptima. Sin embargo, en la Tabla 5 es posible observar que, 
en un mismo sistema de FS, las bacterias (actinomicetos y Baci/111s) tienen un mayor 
requerimiento de agua que los hongos. En sistemas de salvado de trigo, la humedad óptima 
para producción de ácido giberélico por Gibberellaf11jilwroi füe de 60%, mientras que para 
la producción de iturina por Bacill11s, en el mismo sistema, fue de 68%. También en el caso 
de cefalosporinas, la humedad óptima en un sistema de cebada fue de 39.So/o para 
Streptomyces clav11ligerus, mientras que para Acremonium chrysogenum (hongo) fue de 
33%. 

En tetraciclinas sorprende el alto contenido de humedad que soporta el material usado 
(desechos de camote): 68°/o. Aunque no hay reportes de producción de antibióticos de 
actinomicetos en FS en soporte, el medio óptimo para la producción de tetraciclina tiene 
una Aw de 0.995, la cual contrasta con la Aw de 0.967 del medio para producción de 
penicilina en FS en soporte (Somerson 2X ). 

2) Tamafto de Particula y Densidad de Empaque 
Otro parámetro directamente relacionado con el soporte es el tamaño de partícula. Se 
considera que, en FS, el uso de partículas de menor tamaño provee una mayor superficie de 
contacto con el hongo, así como con el ambiente gaseoso. Esto resulta en trayectos más 
cortos para la difusión de nutrientes (Mudget, 1986), lo cual es particularmente importante 
para FS en soporte, en la que los nutrientes dif'unden del centro hacia la superficie de las 
partículas. 

Oriol et al (l 988a) estudiaron la cinética de crecimiento de A.niger en FS en bagacillo 
impregnado. Los autores encontraron que un incremento en el tamaño de particula produjo 
un decremento en la velocidad de crecimiento al final de la fase de crecimiento y sugirieron 
que el efecto depresivo podría deberse a la limitaciones causadas por la difusión de 
nutrientes intrapartícula. Este efecto podría favorecer el metabolismo secundario ya que la 
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limitación de nutrientes dispara y mantiene la idiofase. Kuhmar & Lonsane (1987) 
obtuvieron un incremento en la producción de ácido giberélico al usar partículas grandes 
(3-4 mm) en un sistema de FS de salvado de trigo. Los autores sugirieron que el 
incremento pudo deberse a una mejora en la transrerencia de oxígeno. 

En el articulo presentado en esta tesis (Barrios-González et al., 1993a), se determinó el 
efocto del tainaño de partícula de bagacillo sobre la síntesis de penicilina por 
P.chrysogenun1 Wis. 54-1255 en FS en soporte. Se realizaron cultivos con diferente tamaño 
de partícula (retenidas en malla 10: 14 X 1.7 mm; malla 10-30: 5.9 X 0.85 mm y malla 30-
50: 3.2 X 0.4 mm). La mayor producción fue obtenida con el tamaño de partícula grande 
(1,680 µg/g vs 1,250 µg/g). Sin embargo, experimentos con bagacillo lavado demostraron 
que el incremento en la producción se debió a un mayor contenido de azúcar en esa 
fracción. Se concluye que el tamaño de partícula no afecta la producción de penicilina. Es 
posible que la velocidad de consumo sea más lenta que la velocidad de difüsión de los 
nutrientes, de manera que los trayectos de difusión más largos de la partícula grande no 
retarda la llegada de éstos. Sin embargo, es posible que en el tamaño de partícula grande se 
obtenga una menor concentración de biomasa, por lo que quizás se podría encontrar un 
cierto erecto sobre la producción específica en futuros trabajos. 

La densidad de empaque del medio sólido es un parámetro que se ha estudiado muy 
poco en la FS en general y nada en relación a Ja producción de metabolitos secundarios. 
Sin embargo, está claro que este parámetro se incrementará en la mayor parte de los 
reactores estáticos que se pueden utilizar para subir la escala de producción. 

Los resultados presentados en esta tesis (Barrios-González et al., 1993a) indicaron un 
incremento moderado (J,750 vs 1,300 µg/g) en Ja producción en cultivos muy empacados 
(densidad de 0.35 g/ml). La razón de este incremento no es clara, pero debe estar 
relacionada con la reducción de espacio entre partículas y del área de intercambio con la 
atmósrera circundante. La causa de la inhibición de la esporulación observada en estas 
condiciones puede ser la limitación de espacio para la f"ormación de conidióf"oros. Los 
resultados sugieren que puede haber una relación entre Ja inhibición de Ja esporulación y el 
incremento de la producción. Esto podría explicarse por una mayor disponibilidad o 
canalización de intermediarios hacia la síntesis del antibiótico. 

4) Aireación y Agitación 
En un trabajo anterior (Barrios-González et al, 1990) sobre los ractores que controlan la 
producción de aflatoxinas en FS de yuca se estudió el efecto de dif"erentes velocidades de 
aireación. Se observó un ligero erecto positivo sobre la producción al incrementar la tasa de 
aireación entre O y 300 mJ/h•g msi (materia seca inicial). 

Treja et al ( J 993) identificaron Ja aireación como un f"actor importante para la síntesis 
de alcaloides en FS. Encontraron un óptimo de 120 mJ/h•g msi, tanto para FS de granos de 
centeno con Claviceps purpurea como para FS en soporte (bagacillo de caña) con 
C.fusiformis . 

En la sección 3. 7 de Antecedentes se describió el efecto del mezclado sobre producción 
de micotoxinas en FS de granos. En algunos estudios se realizó la agitación a 200 rpm en 
matraz agitado y en otros, en reactor tipo tambor rotatorio de 1 a 16 rpm. 

111 



Sin embargo, Jermini & Demain (1989) reportaron que la agitación de este tipo (en 
matraz) no fue positiva para la producción de cefamicinas por S.clavu/igerus y 
cefalosporina por A.chrysogenum en FS de granos de cebada. 

En el artículo B (Barrios-González el al., 1993a) se determinó el efecto del mezclado en 
la producción de penicilina por P.chrysogenum Wis. 54-1255 en FS en soporte. Se 
encontró que agitando el medio sólido una vez cada 24 h (desempacando, mezclando en un 
vaso de precipitado y empacando de nuevo la columna) tuvo un efecto negativo sobre la 
producción. Se demostró que este efecto se debió a la pérdida de humedad durante la 
operación de mezclado. Cuando el agua perdida fue restituida (en forma de aerosol) 
durante cada mezclado, no se observaron diferencias entre los cultivos. 

Estudios similares con P.chrysogenum P-2 indicaron que, en ese caso, la agitación 
ocasiona un pequeño incremento en la producción de penicilina y un fuerte incremento 
sobre la actividad metabólica, medida como respiración, que sugiere un mayor crecL'lliento. 
Los resultados indican que la población del cultivo mezclado está constituida por micelios 
más cortos y con una mayor frecuencia de ramificación. Es decir, un mayor número de 
puntas de crecimiento, lo cual tiene como consecuencia una mayor actividad metabólica y 
una mayor superficie de secreción, así como una mayor homogeneidad en etapa fisiológica. 

A pesar de lo anterior, el efecto del mezclado sobre la producción fue moderado. Sin 
embargo, el hecho de que la FS de penicilina se pueda mezclar abre nuevas posibilidades. 
Se podrán realizar adiciones de agua o nutrientes para alargar la fase de producción en una 
especie de lote alimentado, o substancias controladoras de pH. También se podrá aplicar el 
método de mezclado y adiciones para avanzar en el conocimiento básico. Por ejemplo 
investigar con esta estrategia qué factor limita el crecimiento y la producción, o introducir 
un compuesto regulatorio en diferentes momentos del cultivo. 

1.3.2 Efecto de los Factore!I Nutricionales 

En los sistemas de FS para producción de proteína y/o enzimas no es usual adicionar más 
que agua y sales minerales para balancear el medio. Como se comentó en la parte 
correspondiente de Antecedentes, se utiliza el término de suplementación el agregar otro 
tipo de compuestos, sobre todo glucosa para estimular o iniciar el crecimiento y la 
degradación de materiales lignocelulósicos. 

Los trabajos publicados en los últimos 6 años han demostrado que la suplementación 
adquiere una importancia fundamental para obtener rendimientos satisfactorios de 
metabolitos secundarios por FS. Además, llama la atención las altas concentraciones de 
nutrientes utilizadas, lo cual concuerda con los resultados sobre efecto del soporte, los 
nutrientes y el agua, obtenidos en este estudio. 

En esta tesis no se optimizaron los nutrientes, sino que se investigó cómo afectan la 
idiofase los diferentes componentes (soporte, nutrientes y agua) del medio sólido. De estos 
estudios surgió un modelo de cómo se realiza la idiofase en este sistema y las relaciones 
más convenientes de estos componentes para iniciar una optimización más racional de la 
producción. 

También se realizaron estudios comparativos sobre los mecanismos que regulan la vía 
de biosíntesis, lo cual profundiza el conocimiento de la idiofase en este sistema de cultivo y 
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puede ser aplicado tanto al desarrollo de medio de cultivo como al de cepas mejoradas 
genéticamente. 

1) Erecto de la Fuente de Carbono y Regulación de la Sínte•is de Penicilina 
En los sistemas tradicionales tipo koji o en los sistemas de FS de granos, los efectos del 
cambio de tipo y balance de nutrientes se realiza indirectamente al cambiar de grano. 

En los trabajos iniciales sobre producción de micotoxinas en granos no se utilizó 
suplementación con fuentes de carbono adicional. Es posible que un balance conveniente 
de nutrientes se obtuviera de la selección del grano adecuado. 

En los trabajos recientes sobre el tema es muy común el uso de fuentes de carbono 
adicional. El impacto que esto tiene en la producción indica que es uno de los parámetros 
importantes en el control de la producción. 

En la producción de ácido giberélico en FS de salvado de trigo la suplementación con 
20% de almidón soluble incrementó 3.5 veces la producción, aunque concentraciones 
mayores tuvieron un efecto negativo (Kumar & Lonsane, l 987a). La adición de almidón 
durante el cultivo en una especie de lote alimentado también tuvo un efecto positivo sobre 
la producción, aunque sólo fue de 18% (Kumar & Lonsane, 1987b). 

La producción de tetraciclina en FS de residuos de camote se vio incrementada en 270% 
al enriquecer el medio sólido con l 0%, de almidón soluble, a pesar de que los residuos de 
camote tienen una gran cantidad de almidón (Yang & Ling. 1989). Es importante notar que 
la adición de lOo/o de glucosa ocasionó un decremento de 60% en la producción. 

En la producción de alcaloides en FS de granos de centeno, la suplementación con So/o 
de sacarosa resultó favorable. Para optimizar la producción en un sistema de FS en soporte 
(bagacillo de caiia) se realizó una cuidadosa optimización del medio por métodos 
estadísticos de superficie de respuesta. Como resultado de este análisis, se identificó a la 
sacarosa (250 gil) como uno de los factores claves, junto con el triptofano (precursor) y el 
fosfato (nutriente limitante), para obtener una alta producción (Treja, 1992). 

Por otro lado, resulta contrastante el hecho de que la suplementación con glucosa, 
KH2P04 y MgS04 no tuvo ningún efecto sobre la producción de iturina (antibiótico 
antifúngico) por una cepa de Baci//us subtilis en FS de salvado de trigo (Ohno, et al., 
1992). . 

En estos reportes se confirma la importancia de la supelmentación de fuente de carbono 
para la producción de metabolitos secundarios, aún en sistemas tradicionales. Además, 
llama la atención las altas concentraciones utilizadas como se mencionó en la sección 3. 1 . 1. 
Regulación de la Sintesis de Penicilina en FS 

Regulación por Carbono. 
Los estudios en medio líquido han demostrado que la fuente de carbono también puede 
tener efectos negativos sobre la síntesis de metabolitos secundarios. En el caso de la 
penicilina, la glucosa deprime la síntesis del antibiótico, reprimiendo la transcripción de las 
enzimas de la vía: tripéptido sintetasa e ísopenicilina N sintetasa. 
Como se mencionó anteriormente, existe una falta de estudios básicos sobre fisiología de 
los microorganismos en FS y más aún de estudios más profundos como el funcionamiento 
de sus sistemas regulatorios en este medio. Sin embargo, estos conocimientos son 
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importantes no sólo por su interés básico, sino porque podrían tener aplicación a desarrollo 
de procesos de producción o de cepas sobreproductoras. 
En un trabajo anterior sobre producción de aflatoxinas en FS de yuca (Barrios-González. et 
al., 1990) se encontró que, al disminuir paulatinamente la concentración de amonio y 
fosfato del medio, la producción de la toxina se eleva proporcionalmente y de manera 
importante. Tomando en cuenta que las aflatoxinas están reguladas por fosfato y/o 
nitrógeno (Maggon et al., 1977). estos resultados sugieren que la biosíntesis de este 
metabolito secundario se regula, en medio sólido, de manera parecida que en medio 
líquido. 
Recientemente Rarnesh & Lonsane (199la) reportaron lo que llamaron la habilidad del 
sistema de FS para minimizar la represión catabólica de a.-arnilasa de Bacillus 
licheniformis. Encontraron, inicialmente que la producción de la enzima en FSm se redujo 
de 480 U/ml a 30 U/ml al incrementar la concentración de almidón soluble de 0.2 al%. En 
contraste, la producción de la enzima se incrementó 29 veces al aumentar la concentración 
de almidón soluble en FS de salvado de trigo. Posteriormente (Rarnesh & Lonsane, 199lb), 
observaron que al adicionar 1 % ó So/o de glucosa al medio en FSm, se suprimía la síntesis 
de la enzima, mientras que en FS de salvado de trigo con 15% de glucosa se estimulaba 
ligeramente la producción. Aunque los autores sugieren que el umbr-al regulatorio es mayor 
en FS, es conveniente observar algunos puntos. Al agr-egar 5, 1 O, 15 y 20% de glucosa a la 
FS no se da un retraso en el inicio de la producción. Sin embargo la velocidad de síntesis 
sufre, al inicio del cultivo (entre las 24 y 48 h), una disminución proporcional a la 
concentración del azúcar. Después de este periodo, la velocidad de síntesis sube y la 
producción se recupera. Es importante entonces notar que los autores no determinaron 
glucosa en FS, por lo que cabe la posibilidad de que el consumo del azúcar en el medio 
sólido sea mucho más rápido que en FSm y que a las 48 h todos los cultivos sólidos se 
encontraron en niveles subrepresivos de glucosa. En otras palabras, no se comprobaron 
diferencias en umbrales regulatorios. 
Posteriormente, Solís et al. (1993) examinaron el efecto de la glucosa sobre la síntesis de 
enzimas pectinasas por A. niger en FSm y en FS en soporte (bagacillode caña). En FSm 
una concentración inicial de 3% de glucosa o sacarosa ocasionó una fuerte disminución de 
la actividad enzimática (el inicio de la síntesis se desplazó de las 24 h a las 72 h). En 
contraste, concentraciones iniciales de glucosa de hasta lOo/o en FS tuvieron un efecto 
estimulatorio en la producción de las pectinasas. Aunque estos resultados también dan la 
impresión de un umbral regulatorio mucho mayor en FS, las cinéticas de consumo de 
azucares reductores de ambos sistemas indican algo dif"erente. En FS, en 24 h de cultivo, se 
C<'nsumió el 90 o/o de los azúcares, mientras que, en FSm, el 90 % de los azúcares se 
consumieron hasta las 96 h. Estas observaciones sugieren que la diferencias en regulación 
que se han notado están más relacionadas con la capacidad de manejo (consumo rápido) de 
azúcares en medio sólido que con diferencias en umbral aparente, supuestamente causadas 
por los gradientes generados por el consumo local de azúcares y su lenta difusión en medio 
sólido. 
En el trabajo aquí presentado se comparó. la regulación por carbono de la síntesis de 
penicilina por P.chrysogenum P-2 en FS en soporte y FSm. La estrategia seguida fue la de 
lograr las condiciones más parecidas posibles en FS y FSm (eliminar posibles fuentes 
extrañas de variación) y determinar los umbrales regulatorios de la síntesis de penicilina. 
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Se utilizó un medio definido en ambos sistemas y bagacillo lavado (sin azúcares residuales) 
en FS. Ademú, se utilizó una concentración de azúcares totales (glucosa + lactosa) 
constaiite en todos los experimentos. de manera que no se alteró la relación entre 
soporte/agua/nutrientes, con los correspondientes cambios en capacidad de retención de 
agua y densidad del medio sólido. Con el fin de poder estimar, de manera aproximada. el 
umbral de regulación de la glucosa en el medio sólido y en el líquido, sin tener cambios 
importantes (entre tratamientos) en otros parámetros como pH y crecimiento (que pudieran 
af'ectar la sintesis). se estudió este fenómeno a las menores concentraciones de glucosa 
posibles (entre 112 y 224 mM). 
En FSm. la represión catabólica se manifestó en el cultivo con 170 mM de glucosa inicial 
como un retraso relativo de unas 1 S h en el inicio de la síntesis de penicilina. tiempo en el 
que la concentración del azúcar en el medio descendió a niveles no represivos. El efecto 
fue muy parecido cuando se utilizaron medios con una concentración global de fuente de 
carbono constante (C/N constante). Estos resultados fueron importantes pues estas 
condiciones son las que se utilizarían en los experimentos de FS. Comparando las 
concentraciones de glucosa de los cultivos. en los periodos de desrepresión de unos· y 
represión de otros (concentración mÍIXÍma con desrepresión y mínima con represión). se 
estimó el umbral de regulación. en condiciones de FSm. entre 20 y 28 g de glucosa /l. 
Estos niveles concuerdan con los estudios cluicos en FSm. Revilla et al. (1984) realizaron 
est:Udios muy precisos sobre represión catabólica de la biosíntesis de penicilina por 
P.chrysogenum ASP-78. Encontraron que, en cultivos de corta duración de células en 
reposo. el efecto represivo de la glucosa fue dependiente de la concentración en el rango de 
28 a 140 mM (25 gil). 
En los experimentos de FS realizados inicialmente, se notó una importante variación en la 
relación bagacillo/nutrientes/agua. modificando las características del medio sólido en los 
diferentes tratamientos. Al mantener el C/N de los medios constante, la densidad y el 
aspecto de los diferentes cultivos fue similar. En estas condiciones, el efecto de la glucosa 
fue muy parecido al observado en FSm, con la diferencia que se observó un periodo con 
una velocidad de sintesis de la penicilina baja. seguida de uno con una alta velocidad de 
sintesis. Se interpretó esto como una desrepresión parcial, seguida de una total. En este 
sistema la producción se inició mlÍS tarde que en FSm debido a que se inoculó con esporas. 
El cultivo con 170 mM mostró un pequefto retrsao en el inicio de la síntesis mientras que 
en el de 224 mM el retraso fue más notorio. Con las cinéticas de consumo de glucosa se 
esiimó el umbral resuJatorio de la síntesis entre 36 y 14 gil. 
Estos resultad011 demuestran que el mecanismo de represión catabólica también regula la 
síntesis de penicilina en FS. La coincidencia entre los umbrales estimados en uno y otro 
sistema sugiere que este mecanismo regulatorio funciona a umbrales similares en FS y en 
FSm. 
La principal diferencia entre estos resultados y los de Solís et al (1993) y Ramesb & 
Lonsane (1991) es que no se observó que la FS soportara mayores concentraciones de 
glucosa sin af'ectar el inicio de la producción. Parece ser que esto no refleja diferencias en 
regulación, sino a que, A.niger consumió la glucosa mucho más rápidamente en FS que en 
FSm. En los experimentos presentados en esta tesis, las diferencias de consumo en FS y 
FSm no fueron tan drásticas. Se observó también que en FS la velocidad de consumo de 
glucosa (Qs) fue más alta en los cultivos con mayor concentración inicial del azúcar. Sin 
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embargo se vio el mismo ef"ecto, aunque menos pronunciado. en FSm. En medio sólido. 
una vez iniciado el crecimiento. la glucosa fue consumida en 20 h en todas las condiciones. 
En FSm estas concentraciones de glucosa se consumieron en aproximadamente 30 h. En 
realidad parece que P.chrysogenum fue rápido para consumir la glucosa en FSm, en 
relación a .A..niger, el cual consumió el 90% de la glucosa en 96 h de cultivo sumergido. 
Resulta conveniente recordar que se usó una cepa muy modificada genéticainente en 
comparación con la de .A.niger y que es muy probable que estas modificaciones lo hayan 
hecho más eficiente para consumir la glucosa en medio líquido. 
Otros Mecanismos Regulatorios. 
Estudios iniciales sobre retrorregulación de la síntesis de penicilina por ella misma. 
indicaron que este mecanismo está también activo en medio sólido, encontrindose un 
umbral regulatorio de 5,000 µg de penicilina V/ml en el medio sólido, para la cepa P2-2. 
Estudios preliminares sobre regulación por amonio mostraron un comportamiento similar 
en FS que en FSm. Todo esto sugiere fuertemente que todos los mecanismos que regulan la 
biosintesis de penicilina en medio líquido también lo hacen en medio sólido. 
Estos resultados, junto con los de las secciones 3 .2. 1. 1 y . 2, indica que las leyes que rigen 
la fisiología del metabolismo secundario no son tan dif"eren- en medio sólido. Debe haber 
algunos aspectos de la fisiología que sí son diferentea en medio sólido; aunque no han 
podido ser identificados por Calta de estudios sobre este tema. Es posible que el manejo de 
los azúcares (un consumo más rápido seguido de una completa desrepreaión) puedan ser 
una diferencia. Por otro lado, estos resultado sobre regulación complementan y ayudan a 
comprender mejor la sección sobre las cepas y el nivel de producción (Barrios-González et 
al., 1993b). 

2) Nutriente Limltante 
En cultivo liquido, el metabolismo secundarlo comienza cuando el crecimiento se limita al 
agotarse un nutriente clave, entrando el cultivo en una fase estacionaria o de crecimiento 
lento. De esta manera. la sintesis de ácido giberélico comienza al agotarse la Cuente de 
nitrógeno y la de alcaloides al acabarse el fosfato. La sin-is de penicilina se inicia cuando 
se agota la glucosa (Cuente de carbono de rápida utilización) y se empieza a utilizar la 
lactosa. La síntesis de aflatoxinas se dispara al agotarse la fuente de nitrógeno o de fósforo. 
Los estudios de regulación de penicilina arriba descritos, junto con las observaciones sobre 
los trabajos de aflatoxinas. sugieren que el metabolismo secundario se desencadena por 
circunstancias similares a las ya observadas en FSm. 
Fn I 992, Trejo realizó una cuidadosa optimización estadística de los factores nutricionales 
que af'ectan la producción de alcaloides por Clavlceps fasifOrmis en FS sobre soporte 
impregnado. La sacarosa y el triptofano (precursor) resultaron los factores que más impacto 
tuvieron sobre la producción, seguidos del Cosf"ato (nutriente limitante) y la aireación. 
Además, se muestra una cinética en la que es posible observar que el Cosfato se consume 
rápidamente en las primeras 70 horas de cultivo. A las 120 h la concentración de fas.fato es 
relativ&JDente baja y es cuando se dispara la producción de alcaloides y la velocidad de 
crecimiento empieza a disminuir. Es interesante notar que en FSm el fosfato se agota hasta 
las 240 h. 
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Estos resultados sugieren que el metabolismo secundario se activa, en FS, con los mismos 
estímulos que en medio líquido y que la velocidad de consumo del sustrato limitante es 
mucho mayor en FS .. 

3) Efecto del Precursor 
En la producción de antibióticos y otros metabolitos secundarios en cultivo líquido se ha 
observado. que al agregar un precursor (intermediario de la ruta biosi0 tética) que es 
limitante, no sólo se obtiene una mayor producción, sino que se "dirige" ésta hacia la 
síntesis preferencial de uno de los metabolitos de la familia. 
En FS no existen estudios específicos al respecto, sin embargo, el efecto del triptofano 
sobre la síntesis de alcaloides arriba mencionado, así como el incremento en la producción 
de tetraciclina por la adición de glutamato sugieren fuertemente que también en este medio 
se produce el efecto. 
En esta tesis, se utilizó ácido fenilacético como precursor de la penicilina G. Los análisis 
por lIPLC de la penicilina producida en FS no han mostrado evidencia de que se formen 
otras penicilina. Toda esta evidencia sugiere que el efecto del precursor se está 
manifestando también en FS. Lo anterior puede tener importancia práctica en un proceso 
comercial, pues es negativo para su economía la formación de otras penicilinas o de varios 
compuestos relacionados en general. 

2.3.3 La Cepa y el Nivel de Producción 

En cualquier proceso microbiano, y sobre todo cuando se producen metabolitos, el nivel de 
producción de la cepa determina la viabilidad económica del proceso. 
Se ha dicho que uno de los principales aspectos positivos de la FS es que los metabolitos se 
producen. generalmente, en mucho mayor cantidad que en FSm (Shankaranand el al., 
1992). En realidad no hay muchos estudios comparativos y menos sobre producción de 
metabolitos secundarios. Estos estudios se han realizado con cepas de baja producción. que 
son más parecidas a las cepas silvestres que a las hiperproductoras que se usan en la 
industria moderna. 
En un trabajo reciente Shankaranand el al. (1992) observaron discrepancias en el nivel de 
producción de enzimas de Bacil/us en FS y en FSm. Los autores concluyen que no se 
puede depender o confiar en que una cepa de alta producción en medio liquido vaya a tener 
un buen desempei'io en un proceso de FS e indican la necesidad de extensos programas de 
selección de cultivos potentes, mejor adaptados al medio sólido. De hecho. la falta de estas 
cepas y de metodología para generarlas limita el desarrollo de esta técnica de cul.tivo. 
Uno de los problemas es que no existen estudios sobre la capacidad de diferentes 
microorganismos para crecer y producir en uno y otro sistema de cultivo. 

Definición de Parámetros para Evaluar las Cepas 
En el artículo C, que constituye esta tesis (Barrios-González et al .• 1993b). se definieron 
parámetros que permiten evaluar, de un modo cuantitativo. la efectividad de diferentes 
cepas para producir en FS, en relación a la que muestran para producir en FSm. Se defintó 
la producción relativa como el cociente de producción en sólido entre producción en 
líquido. Este parámetro puede ser interpretado como el número de veces que la producción 
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en···sólido es mayor que la producción en liquido. De manera sitnilar se definió la 
productividad relativa (productividad en sólido (µg/g*h)/ productividad en liquido 
(µg/ml*h) y tiempo relativo (tiempo en el que se alcanzó la máxima producción en sólido/ 
tiempo en el que se alcanzó la máxima producción en líquido. El conjunto de estos 
parámetros constituyen lo que se llamó el desempeiio relativo ("relative performance"). Se 
consideró el potencial de producción de una cepa como su límite de producción teórico en 
FS. Este valor es desconocido, pero está relacionado con el nivel de producción que 
muestra en FSm. Obviamente, este potencial de producción es varias veces mayor que la 
producción en líquido y seria el producto de multiplicar la producción pico de la cepa en 
FSm por una producción relativa teórica. también se desconoce este último parámetro, pero 
seria mayor de 16.7 (que f"ue el mayor determinado en este trabajo). 

Evaluación de Cepas de Dif"erente Nivel de Producción 
En este trabajo se estudiaron 5 cepas con diferente nivel de producción. desde la Wisconsin 
54-1255, de baja producción, hasta una cepa industrial (CffilOSA). pasando por cepas 
intermedias como P2, ASP-78 y R8 (Barrios-González et al., 1993c). 
De· ·cada cepa (excepto la industrial) se aislaron 40 colonias, observándose variaciones 
importantes en nivel de producción. A estas colonias se les lhunó clones, para indicar que,. 
aunque las cepas parentales eran genéticamente heterogénea, cada colonia estaba ya 
constituida de individuos idénticos. De igual manera se les pudo haber llamado cepas o 
mutantes desde el momento en que se determinó que eran dif"erentes a la original. . . 
Los resultados mostraron que las cepas de mayor producción en FSm también son las de 
may0r producción en FS. Esto indica que las mutaciones que han alterado sus controles . 
metabólicos para sobreproducir en FSm también son útiles para sobreproducir en FS. Este 
hallazgo coincide y apoya nuestros resultados sobre regulación de la sintesis de penicilina 
en FS y FSm, i.e. los mecanismos que regulan la producción de penicilina en medio liquido 
tienen un papel similar en FS. y a umbrales regulatorios similares. 
También_ se observó que diferentes cepas tienen diferente producción relativa (PS/PL), 
variando entre 0.08 y 16.7. Es decir. que algunas cepas poseen alguna (s) caracterlstica (s), 
probablemente no relacionadas· con la ruta biosintética. que le permite expresar mejor su 
potencial de producción en FS que otras. Esas caracteristicas son desconocidas, pero se 
manifiestan como un mayor PS/PL. Este valor fue ·más alto en cepas de menor producción 
y en clones derivados de esas cepas, lo cual sugiere que esas características se han .ido 
perdiendo durante los programas de mejoramiento genético para·FSm .. 

Cepas Especiales para Medio Sólido 
Encontramos que algunas de estas mutantes espontáneas o clones de cepas de alta 
producción tienen (han conservado o recuperado) un alto PS/PL, conjuntando un alto 
potencial de producción con una eficiente expresión en FS. De hecho, en este trabajo se 
obtuvieron cepas que producen hasta 10,500 µg/g. representando esto un incremento en la 
producción, en relación a la cepa parental, de entre 500 y 640"/o. 
En términos prácticos esto quiere decir que aislar clones de cepas de alta. producción. y 
seleccionarlos (evaluarlo en cilindro de agar y los clones seleccionados en FS) de la manera. 
realizada en este trabajo es un método· eficiente y rápido para generar cepas de alta 
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producción de penicilina. y probablemente de otros metabolitos secundarios, especiales 
paraFS. 
Laa · características que permiten· un alto PS/PL no parecen estar relacionadas con la 
biosíntesis del antibiótico pues sólo se manifiestan en FS. Tampoco parecen estar 
relacionadas con un crecimiento abundante y rápido pues la cepa P2-4 (el clon con mayor 
producción) alcanza su producción máxima a las 130 h, mientras que cepas de menor 
producción como la ASP-78-20 (8,750 µg/g) a las 85 h y la Wisconsin 54-1255-6 (4,531 
µg/g) en 60 h., con crecimientos aparentes más abundantes. 
Esto también se puede notar en un estudio reciente sobre producción de alcaloides por FS. 
Se evaluaron 6 cepas de Claviceps en FSm y se optimizó la producción en FS (soporte 
impregnado) de las dos mejores. La producción de C.fusiformis (ATCC 26019) fue mu 
alta en ambos sistemas, a pesar de que en FS el crecimiento fue casi cuatro veces menor 
que el de e.purpurea 1029c (4.7 g de biomasa seca/l vs 17.5 gil). Es interesanté notar que 
esta primera cepa prácticamente no creció en FS de granos de centeno y que mostró un 
crecimiento apical más lento que el resto en caja de petri (Trejo, 1992). 
Por otro lado, resulta sorprendente el hecho de que Ohno et al. (1992) hayan logrado 
producir 3,660 µg de iturina/g en 2 dias en FS con salvado de trigo con una cepa silvestre 
de Baci/lus subtilis aislada de una composta. Aún más sorprendente es la comparación con 
la producción en FSm: 150 µg/ml en cinco días (aunque ésta se realizó en un medio 
totalmente diferente debido a que su sistema de FS no se presta para estudios 
comparativos). De estos datos se puede calcular una producción relativa de 24.4. Estos 
resultados, apoyan nuestra conclusión de que las cepas más cercanas al tipo silvestre 
tienden a presentar una mayor producción relativa y también dan una idea del valor que 
puede tomar una producción relativa teórica. 
Si se logran identificar, las características que permiten una alta producción relativa en una 
cepa,. no sólo permitirla un conocimiento más profundo de las particularidades más 
importantes de la fisiología en FS, sino que se podrían hacer sistemas más directos de 
selección racional de mutantes e incluso clonación y transferencia de genes. 
En estudios sobre producción de enzimas pectinasas en FS de pulpa o cereza de café, 
Antier et al. (1993) encontraron que el uso de baja actividad de agua como factor selectivo 
para mutantes resistentes a 2-desoxiglucosa parece ayudar a seleccionar un tipo especial de 
mutantes que llamaron dgrAw96. Estas se caracterizan por presentar mayor producción de 
peetinasas en FSm y sobre todo en FS. El uso de un medio similar pero con alta Aw (0.99), 
selecciona mutantes con la extrafta característica de mayor producción en FS y una 
inversamente proporcional producción en FSm. Ambos tipos de mutantes parecen estar 
parcialmente desreguladas para represión catabólica. 
Contrasta, en este trabajo, el que las cepas altas productoras tienen un crecimiento rápido y 
vigoroso en su sistema de FS. Como se mencionó anteriormente, en metabolismo 
secundario esa característica,. aunque deseable, no va forzosamente asociada a una alta 
producción. En estos momentos, no queda claro si esto es debido a que se trata de una 
enzima catabólica,. o a que tiene un sistema de FS en el que el soporte y sustrato son el 
mismo, de modo que al avanzar la fermentación va disminuyendo rápidamente la AVI, 
debido a la disminución del agua disponible y a la solubilización constante de azúcares en 
el agua residual. En el sistema de soporte con medio absorbido este fenómeno no se 
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produce, de manera que las características que se necesitan pueden ser distintas en estos dos 
sistemas de FS. 
Como resultado del presente trabajo, ahora existen clones (cepas) prototipo de alta y baja 
producción relativa, que deben ser genéticamente muy parecidos. Esto da la oportunidad de 
carM:terizarloa en un f"uturo para tratar de identificar estas caracteriaticas. 
Se puede especular que el microorganismo "siente" el medio sólido y reacciona 
produciendo enzimas mú eficientes en un medio con difiaión restringida. Existe la 
posibilidad de que haya dif"erencias en la membrana para adaptarse al consumo de 
nutrientes y excreción de productos en esas condiciones de FS. La lucha contra una presión 
osmótica mayor podria también generar cambios en la membrana, pero sobre todo en la 
acumulación intracelular de polioles para equilibrar la alta concentración de solutos. Lo 
anterior implica la existencia de algunos mecanismos regulatorios de genes adaptativos al 
medio sólido. 
En los trabajos de caracterización de prototipos se deberá incluir resistencia a la .,._ión 
osmótica, velocidades de consumo de azúcares y de producción de C02 (primarias y 
secundarias), umbrales regulatorios, características macroscópicas y microscópicas. 

·~· í 
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VD.- CONCLUSIONES 

1) Esta tesis, junto con otros· reportes recientes, confirman que es posible producir 
metabolitos secundarios útiles por fermentación sólida (FS). Los metabolitos no se limitan 
a los antibióticos sino a compuestos con muy diversa actividad biológica. De igual modo, 
los microorganismos productores no se limitan a los hongos. 

2) En contraste con la fase de crecimiento, la humedad inicial mecta de manera importante 
la producción de pencilina (idiofase) en FS en soporte. 

3) Para obtener altas concentraciones de penicilina en este sistema de FS es importante 
utilizar medios más concentrados que en FSm. 

4) Las dos conclusiones anteriores son caso de un fenómeno más general. La idiot"ase en FS 
está regida por la relación entre el soporte y los otros dos componentes del medio sólido 
(nutrientes y agua). En una superficie de respuesta la mayor producción de penicilina se 
encuentra en la zona de bajo contenido de soporte, con máximos en el area de alta relación 
agua/soporte (7 sfg) junto con una relación nutrientes/soporte relativamente baja (1.1 a 1.6 
g/g) y en el area de relación agua/soporte menor (5 sfg), con una mayor proporción 
nutrientes/soporte (2 s/g). Al parecer, esas condiciones iniciales generan fases de 
crecimiento diferentes, pero permiten un adecuado aporte de nutrientes en la idiot"ase. 

5) El mezclado tiene un moderado efecto positivo sobre la producción de penicilina de 
algunas cepas y ocasiona un incremento en la actividad metabólica del cultivo. 

6) Una alta densidad de empaque tiene un efecto positivo sobre la producción de penicilina. 

7) La biosíntesis de penicilina es regulada en FS por represión catabólica y a umbrales 
similares a los observados en medio liquido. Al parecer otros mecanismos que la regulan en 
FSm, como la retrorregulación por penicilina, también lo hacen en FS. 

8) Estos resultados sobre regulación, junto con la estructura de los medios sólidos 
optimizados para producir metabolitos secundarios, indica una similitud en cuanto a puntos 
clave con la FSm: a) la imponancia 'del nutriente limitante, b) el uso de precursores y c) 
evitar mecanisrnos regulatorios. Esto indica que las leyes que rigen el metabolismo 
secundario en medio liquido no son muy dit"erentes en medio sólido. Debe haber algunos 
aspectos de la fisiologia que si son diferentes, pero que no han sido identificado por t"alta de 
estudios. Es posible que el consumo y almacenatniento de azúcares pueda ser una 
dit"erencia (más rápido, seguido de total desrrepresión en enzimas hidroliticas). 

9) Las cepas de mayor producción (en FSm) tienden a ser las que más producen en FS. 

10) Sin embargo, las cepas de mayor producción (y las mutantes espontaneas derivadas) 
tienden a ser las menos eficientes para expresar este potencial en FS. Es decir que sus 
producciones relativas (PS/PL) tienden a ser menores que las cepas de baja producción. 
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11) Algunas de las mutantes derivadas de cepas de alta producción han conservado o 
readquirido una característica que les permite expresar una alta producción relativa (i.e. un 
buen comportamiento en FS). 

12) Se encontró que el aislar y evaluar mutantes eapontáneas de las cepas de mu alta 
producción (en FSm) disponibles, es un procedimiento ef'ectivo para seleccionar cepas 
hiperproductoras especiales para el medio sólido. 
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VDl.-RECOMENDACIONES 

El Sistema de FS y el Tipo de Microorganismo. 
El presente trabajo abre un horizonte amplio sobre futuras investigaciones. Sobre la par.te 
de sistemas de FS, convendría analizar cuales principio pueden ser extrapolados a otros 
sistemas de FS y realizar experimentos comparativos. Resulta evidente la conveniencia de 
estudiar la producción de antibióticos de actinomicetos y bacterias del género Bacillus en 
FS en soporte. 

Efecto de la Relación Nutriente/Agua/Soporte. 
El que se necesite bajo contenido de soporte y alto de nutrier:tes y/o de agua para tener una 
alta producción se puede explicar por su efecto a dos niveles. 

Desde un punto de vista interparticula, se puede penser que los cultivos con menor 
contenido de soporte (los de mayor producción) tienen una menor densidad aparente, de 
manera que contenido de espacios vaciós (porosidad} es menor. Esto coincide con los 

·resultados del artículo B (Barrios-González et al., 1993a) de esta tesis, en el que se 
demuestra que la producción de penicilina se incrementa .. mayores densidades. 

Se considera que las condiciones de reducido espacio vacío no son propicias para el 
crecimiento pues se llega más rápido a una inhibietón por contacto entre micelios. Es 
·posible entonces, que este contacto estimule la producción de penicilina en FS. 

· · ~sta hipótesis resulta dificil de demostrar, sin eiabargo vale la pena pensar en el uso de 
microscopía y de FS en soportes artificiales qu~ permitan determinar la biomasa y así 
calcular la producción especifica. El conocer e<te parámetro en condiciones de diferente 
porosidad puede dar evidencia que apoye la hip.>tesis. 

Una explicación intrapartícula sería que en ios reactores con menor contenido de soporte 
(condición de mayor producción) tienen un menor número de partículas _entre las que se 
distribuye el agua y los nutrientes. Por lo ta.~to, cada partícula tiene una mayor cantidad de 
agua y nutrientes. Estas condiciones iniciales probablemente permiten que haya un mejor 
aporte de nutrientes durante la idiofase q¡¿e lo mantenga en un rango de µ2 adecuado para 

· la producción. Lo anterior sei'iala la importancia de aplicar técnicas de procesamiento 
computarizado de imágenes (microscópicas), acopladas a equipo como detectores de 
infrarrojo cercano, con el fin de cuantificar gradientes y concentraciones intrapartícula. 

También es cierto que no toda el iárea que separa estos dos máximos (de S a 7_ AIS y de 
1. 13 a 2 N/S) fué muestreada, por lo que cabe la posibilidad de que todavía exista un 

·máximo igual o mayor en o alrededor de N/S=J .5 y A/S=6. 
··Posteriormente, se podrán optimizar los nutrientes del medio de cultivo en esa zona. 

Efecto del Mezclado. 
Una limitación en los estudios sobre mezclado fué que la agitación a mano propicia no sólo 
pérdida de humedad, sino variabilidad en los diferentes mezclados. Tampoco es posible, 
con esta estrategia observar el efecto de diferentes intensidades (rpm) y estrategias 
(intermitente vs continuo) de mezclado. Estas limitaciones se podrán eliminar en un futuro 
pues se está construyendo un fermentador mezclado tipo tambor rotatorio. 
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Forma y Tamafto de lnóculo ... , ·. . . . 
En los inicios de esta tesis -5.;, eonÍpararon FSs inoci.ilS:das con esporas y con micelio de 
P.chrysogenum NRRL 1951 proveniente de un cultivo líquido (Barrios-González. et al .• 
1988a). Como los cultivos inoculados con esporas. produjeron una pequefla cantidad de 
penicilina (7 U/ml) y los inoculados con micelio no produjeron nada. se continuaron los 
trabajos utilizando inócul~. de esporas. Sin embargo, experimentos muy recientes con la 
cepa P-2 han indicado que sí es posible inocular la FS con micelio culivado en medio 
líquido. Esta es una área de trabajo que promete tener importante repercusión en los niveles 
de producción y productividad del proceso. En el Cuturo se investigará el eCecto del inóculo 
sobre el crecimiento, así como el efecto del taJDaño y edad del inóculo miceliar sobre la 
idioCase. 

Como en el caso del mezclado y las adiciones. estos resultados abren también las puertas 
a la realización de estudios bisicos más versátiles. 

Jteculacióa de la Siatai• de Penidlina en FS • 
. Aunque los resultados sobre regulación por cañ>ono de la síntesis de penicilina sugieren 
· que no hay diferencias en los umbrales regulatorios en ambos sistemas, es muy po•ible que 

e"Xistan otras diferencias en la fisiología en estos medios que seria importante examinar en 
Cuturos trabajos. Por ejemplo. la desrepresión parcial en medio sólido, el manejo de 
aZúéares arriba mencionado. incluyendo el consumo de la lactosa. El hecho de que en el 
sistema de FS, adaptado para estos !"l'tudios, la penicilina se haya destruido anormalmente 
rápido y justo al agotarse la glucosa podría. deberse a que la lactosa fué COftllUIDida 
.simultlmeamente. También seria interesante investigar el eCec10 . de diferentes 
concentraciones de glucosa sobre la producción ímal de la fennenbU;ión,; enfocando esto a 
la obtención de la mayor produccción posible. En FSm se sabe que una Case de crecimiento 
vigorosa repercute en una idiofase mis productiva. 

Aunque el haber utilizado FS en soporte hizo posible utilizar los mismos medios de 
cultivo en ambos sistemas, hay que estar conciente de la dificultad de simular 
peñectamente las condiciones de un sistema en otro para evitar Cuentes de variación 
inesperadas. Seria positivo corroborar o profund~ estos resultados abordando el 
problema con diferentes estrategias. Por ejemplo .. inocular con .micelio también la FS para 
observar un efecto inmediato de la concentración 4e glucosa sobre el mi.l;'elio y eliminar la 
variación que pueda surgir durante la germinación y el crecimiento .. Podria también 
utüizllrlle sólo glw:osa para examinarse la síntesis. que se .·prod~ :.en._el=·perlodo 
comprendido entre que la concentración desciende pos: debajo del umbcaLregulaUlrio baata 
que se agota en 11111bos medios. Lo anterior representa un<,siatema modelo mu sencillo; Esto 
se podría comparar con la síntesis obtenida en un cultivo únicamente con lactosa inoc:ulado 
con micelio. Se podria también medir directamente el efecto de la presencia de glucosa, en 
FS, sobre la síntesis de la ACV sintetasa y/o la IPN sintetasa (ciclaaa) enzimas ·de la vta 
cuya síntesis se reprime con la glucosa. 

La Cep .. E•pecia1C8 para FS. 
Los .resultados obtenid~s en el estudio con dif"erentes cepas abre también un panorama 
amplio y prometedo para la realización de futuros trabajos. El contar con prototipos de alta 
y baja producción relativa es una ventaja. de manera que se realizará una caracterización de 

124 



estos prototipos para tratar de encontrar diferencias en fenotipo que den información sobre 
el genotipo de las cepas especiales para FS. La caracterización incluirá morfología, 
resistencia a presión osmótica, características de consumo de azúcares y umbrales 
regulatorios de carbono y de retrorregulación por producto. 

Desde un punto de vista aplicado, se estudiará la técnica de fusión de protoplastos con el 
fin de determinar qué características pueden combinarse con alta producción de penicilina 
en FS. Es decir intentar construir cepas con un perfil de alta producción en sólido, pero con 
alta velocidad de crecimiento en este medio y buena capacidad de esporulación. 

Evaluación del Si1tema. 
Este trabajo demuestra que es posible producir grandes concentraciones de metabolitos 
secundarios (penicilina en este caso) en este sistema de FS. Los resultados indican que esta 
producción puede incrementarse de forma relativamente fácil, optimizando los nutrientes 
individuales en la zona de nutrientes/agua/soporte de máxima producción; y siguiendo con 
el mejoramiento genético de la cepas. Probablemente se incrementará más si se realiza un 
proceso con i:nezclado y adiciones de agua y nutrientes. 

Desde el Punto de Vista Básico 
Desde este punto de vista, queda la pregunta de ¿dónde y en qué forma se encuentra esta 
enorme cantidad de penicilina? Es lógico pensar que el antibiótico genera un gradiente 
difusional opuesto al de los nutrientes, i.e. debe estar difundiendo del micelio hacia el agua 
libre del medio en la que se encuentra disuelto. 

Los estudios de regulación mostraron que los principios que rigen el metabolismo 
secundario en medio líquido también lo hacen en medio sólido. Sin embargo, debe haber 
algunas particularidades que, aunque dificiles de detectar, son de capital importancia para 
comprender la idiofase en FS. Aparentemente, una de estas diferencias es el consumo de 
nutrientes (azúcares); y otra, posiblemente sea, la acumulación de polioles intracelulares 
(adaptación a la presión omótica) y la forma de secreción. 

Los estudios genéticos confirman que hay características que permiten una alta 
producción en FS, las cuales no están relacionadas con un abundante y rápido crecimiento 
en este medio. El encontrar cuales son estas características señala un camino diferente para 
descubrir estas particularidades (además de permitir el trabajar ya con los genes 
especificas). Gracias al presente trabajo, se cuenta ahora con cepas prototipo de alta y baja 
producción relativa, por lo que un camino para establecer las características es 
precisamente la caracterización y comparación de éstas. 
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