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LINTRODUCCION

La fermentacion sobre substratos solidos es uno de los muchos fenomenos naturales que ha
despertado el interés del hombre desde Ia antigiiedsd. Tradicionaimente y por milenios, su
aplicacion ba tenido lugar en el Oriente, donde los eventos religiosos y los distintivos
sabores de los alimchtos femxen!ndoi jugaron un papel importante en su establecimiento
(Cannel y Moo-Young, 1980). Otros alimentos fermentados como lo son ls elaboracion de
pan y quesos madurados, Ia preservacion de una gran variedad de alimentos de origen animal
y la produccion de acido gilico y vihngre, constituyen sistemas de fermentacion solida que
han existido por cientos y miles de aflos; algunos conocidos desde entonces, en muchas otras

~ pantes del mundo (Aidoo, et al., 1982),

En la actualidad, tanto en el Orien!e como en el Occidente han surgido y evolucionado
diferentes tipos de fermentacion solida que han sido modemizados y revalorizados en nuevas
aplicaciones para la obtencion de productos de interés, principaimente de tipo alimenticio,
farmacéutico y quimico. Estos procesos de fermentacion solida son utilizados en la
obtencion de importantes productos microbianos algunos de los cuales incluyen la
produccion de enzimas, como poligalacturonasas, D-xilanasas y (-galscturonasas (Grajek,
1987), acidos organicos como el icido citrico (Hang y Woodsms, 1987), metabolitos
secundarios del tipo micotoxinas (Hesseltine 1972) y antibiéticos (Barrios-Gonzdlez, ef al.,
1988a; Ohno, et al., 1992), enriquecimiento protéico de alimentos (Mitchell, e/ al., 1988) y
bioconversion de desechos agricolas, animales y domésticos en productos ltiles, entre otros.
En comparacion con la tecnologia convencional, muchas de las nuevas aplicaciones en
sistemas de fermentacion solida han presentado mayores ventajas, debido principalmente a
las condiciones ambientales que pueden ser cercanamente parecidas a las de s naturaleza de

muchos microorganismos de interés, como los hongos,




En el Departamento de Biotecnologia de la UAM-Iztapalapa se conformé un grupo de
investigadores franco-mexicano que desarrollé procesos de fermentacion sdlida. Estos
procesos han sido utilizados en el enriquecimiento proteinico de la yuca (Raimbault, ef al.,
1985), en la produccion de enzimas como celulasas (Roussos, 1985) y pectinasas (Trejo,
1985) y en la produccién de metabolitos secundsrios como las aflatoxinas (Barrios-
Gonzilez, et al., 1990). Recientemente este mismo grupo de investigadores desarrollé un
nuevo sistema de fermentacion sdlida que incluye el uso de soportes inertes con gran
capacidad de retencion de agua (i.e. bagacillo de cafia) los cuales son inpregnados' con
médios de cultivo liquido. Dicho sistema fue patentado por Barrios-Gonzélez, ¢t al.,
(1988b) y caracterizado por Oriol, et al., (1988a). Como era de esperarse, I actividad de
agua fue estitiuda como un factor critico en el crecimiento de los hongos filamentosos. La
disponibilidad de los carbohidratos monoméricos se hizo mayor al separar el sustrato y el
soporte ademas de asegurar las condiciones geométricas constantes durante el crecimiento

(Oriol, et al., 1988b).

Con base en estos primeros estudios, Barrios-Gonzélez y colaboradores evaluaron la
posibilidad de utilizar este sistema para producir un metabolito secundnio.de importancia
comercial, como la’ penicilina (Barrios-Gonzilez, et al, 1988a). Ellos realizaron una
comparacion entre el método de fermentacion liquida (FL) y este tipo de fermentacion solida
(FS) utilizando Penicillium chrysogenum cepa Wisconsin 54-1255. Los resultados
mostraron una mayor produccién y un mayor rendimiento de penicilina en la FS que en la
FL. Ademis, debido a las caracteristicas propias del sistema, los costos de energia en los
ﬁrocesos, tales como la esterilizacién, s agitacion y la aireacion disminuyen.
Experimentalmente, estas nuevas condiciones de cultivo (FS) han conferido mayores
ventajas, tanto para la produccion como para el aspecto econémico del proceso

fermentativo. Estos resultados han derivado en un mayor interés por profundizar en el




conocimiento bisico fisiologico y en los factores que controlan la produccion del antibiotico

en este sistema.

Hasta el momento, los estudios fisiologicos han contemplado ¢! efecto de factores fisicos y
ambientales como ¢! tamaiio de particula, la densidad de empaque y el mezclado (Gonzalez,
1993); asi como la adicion de agua y lactosa durante la FS (Durén, et.al. 1994). Pero en
cuanto al efecto de los constituyentes (soporte, nutrientes y agua) del medio de fermentacion
solida, ha sido considerado el efecto independiente de sélo uno de ellos ya sea humedad o
concentracion (Barrios-Gonzailez ef al., 1988). Sin embargo, para obtener un cierto valor en
uno de estos parametros es posible hacerlo por diferentes caminos, resultando asi, diferentes
combinaciones entre ellos y por lo tanto, nuevas condiciones de cultivo. El efecto de las
interacciones entre los constituyentes del medio de fermentacion solida en la fisiologia del
microorganismo y particularmente en la produccion de penicilina son estudiados en este

trabajo.




II. GENERALIDADES

2.1, Fases de Crecimiento en los Hongos.

El crecimiento y metabolismo de los hongos atraviesa varias fases. En 1961, Borrow, et. al.
considero tres fases principales: fase balanceads, fase de almacenamiento y fase de
mantenimiento. Durante la fase balanceads, el crecimiento ocurre exponencialmente hasta
que un nutriente esencial generaimente conteniendo nitrégeno o fosforo se agotan y
comprometen a la célula a la diferenciacion bioquimica.  Continis la fase de
almacenamiento, durante la cual, la masa celulsr sigue incrementindose debido a s
acumulacion de materiales de reserva como son écidos grasos y carbohidratos. La
produccion de metabolitos secundarios empieza en esta fase. Por ultimo, en la fase de
mantenimiento, dicha masa celular permanece constante y el aumento de metabolitos

sccundarios continiia (Martin y Demain, 1978),

Pocos afios mas tarde, en 1967, Bu'Lock introdujo los siguientes términos: trofofase, para
describir las etapas del metabolismo primario, que corresponden a8 la fase de crecimiento
balanceado e idiofase (o fase del metabolismo secundario) que corresponde & la fase de
almacenamiento y fase de mantenimiento. Actusimente, estos términos son comuinmente
utilizados a pesar de que los metabolitos secundarios no son justificsblemente descritos
como  metabolitos idiosincraticos o peculisres, ya que segun los conocimientos recientes
- sobre el origen biosintetico de los metabolitos secundarios, asi como, los mecanismos de
regulacion que operan en las rutas involucradas en su biosintesis son muy similares  las del
metabolismo primario (Bu'Lock, 1975). Por otro Iasdo, cabe mencionar que la separicién
entre trofofase ¢ idiofase no se encuentra bien delimitada, ya que en muchas fermentaciones
(de microorganismos filamentosos, principalmente) éstas dos fases se ’tmhpm (Wang e!.
al., 1979).




Otras dos fases son consideradas por otros autores quienes describen una primer fase de
adaptacion o latencia también denominada Lag y una ultima fase de declinacion en donde el
pumero de células viables empieza a disminuir y la tasa de mortalidad aumenta
pmgresi\:lmeme debido a una autolisis bajo la accion enzimatica de las mismas células

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

2.2, Metabolismo Primario y Secundario.

El metabolismo primario es un proceso integrado que requiere de la actividad coordinada de
numerosas enzimas que regulan las diferentes rutas metabolicas. Este es un proceso
conservativo, el cual bajo circunstancias normales no consume energis o carbono para
elaborar compuestos ya disponibles en ¢l medio, La coordinacion de las funciones del
metabolismo aseguran que en cualquier momento en particular, solo sean elaboradas cada
una de las enzimas necesarias y en la cantidad precisa. Los metabolitos primarios son
productos de este metabolismo que ocurre durante la trofofase, por lo que su sintesis
cbnstituye una parte integral en el proceso normal de crecimiento, siendo elaborados durante
la‘ fase exponencial. - Estos metabolitos incluyen intermediarios y productos finales del
metabolismo amabolico, los cuales son normalmente utilizados por la célula como
constituyentes de macromoléculas esenciales tales como DNA, RNA, proteinas, lipidos y
polisacéridos‘ 0 son convertidas a coenzimas (vitaminas). Otros metabolitos primirios
resultan del metabolismo catabolico que permiten el crecimiento continuo, relacionado con

fa produccion de energia y utilizacion del substrato (Britz y Demain, 1985).

B metabolismo primario es esencislmente idéntico para todos los seres vivientes. Sin
embargo, existen ciertos grupos taxonémicos (actinomicetos y hongos filamentosos) capaces
de sintetizar bajo condiciones nutricionales especificas, tipos especiales de metabolitos,

utilizando las mismas enzimas del metabolismo primario o sintetasas especiales producidas




en células especificas. Estos metabolitos son también lamados metabolitos secundarios o
idiolitos ya que son producidos durante la llamada idiofase. Estos metabolitos no son
esenciales para el crecimiento ya que por ¢l contrario, son ususlmente producidos a una tasa
disminuida de crecimiento especifico, afectando en conjunto series de procesos biosintéticos
¢ induciendo la formacion de estructuras diferenciadas. Los metabolitos secundsrios son
producidos tipicamente como miembros de una familia quimica particular y Ia proporcién de
cada componente depende de factores genéticos y smbicntales, iparente’mente por la baja
especificidad de las enzimas involucradss. En contraste, la biosintesis de metabolitos
primarios es llevada siempre con gran especificidad, generalmente un substrato es aceptado
y solo uno es formado, Esta estricta especificidad, es debido a que la biosintesis de
componentes csenciales con errores puede ser letal para la célula, mientras que en el
metabolismo secundario no son usualmente de comsecuencias ya que en especial, estos

metabolitos medificados retienen actividad biologica (Martin y Demain, 1980),

El crecimiento y el metabolismo secundario deben ser entendidos como procesos que
compiten por intermediarios metabolicos claves, més que como un fendmeno mutuamente
exclusivo (Martin y Demain, 1980). De esta maners, tenemos que los metabolitos
secundarios son sintetizados por una gran variedad de rutas que divergen de rutas
establecidas en ¢l metabolisimo primario; pero a pesar de esto y de que los productos finales
son de una gran variedad, se originan solo a partir de unos cuantos precursores claves
(Bu'Lock, 1961 y 1965). Por otra parte, es importante tomar en cuenta que si estos dos
procesos son traslapados en ocasiones y no es posible detepninar ¢l momento exacto en que
termina el crecimiento y comienza el metabolismo secundario, entonces Is medida de tiempo.
no debe ser utilizada para definir a un metabolito secundario. Un metabolito secundario, es
secundario sdlo porque no es necesario para el crecimiento exponencial del cultivo (Smith y

Berry, 1974; Martin y Demain, 1980).




Entre otras caracteristicas distintivas de los metabolitos secundarios se encuentran su
estructura quimica rara, que involucra enlaces quimicamente inusuales, tales como anillos B-
lactamicos, péptidos ciclicos hechos de aminodcidos normales o modificados y enlaces
insaturados caracteristicos de diferentes tipos de antibioticos; asi como dos diferentes

mecanismos que regulan su sintesis:
i) controles regulatorios, que operan en relacion al crecimiento y

i) efectos regulatorios especificos que actian sobre rutas individuales
(induccion, regulacion catabolics, regulacion por producto);, similares a los

procesos primarios (Martin y Demain, 1980).

2.3, Importancia de los Metabolitos Secundarios.

Frecuentemente, en los cultivos de laboratorio, los metabolitos secundarios son producidos
cuando las células envejecen y los nutrientes empiezan agotarse, o en cultivos sumergidos,
cuando el oxigeno suministrado empieza a limitarse. Esto es cgnsidendo como una "crisis
metabélica” que puede ocurrir a este tiempo induciendo el metabolismo secundario (Calam,
1982). Al respecto, consideraremos algunas explicaciones que sugieren el porqué los

microorganismos sintetizan estos metabolitos secundarios y cudl es su papel en la naturaleza.

Una primera explicacion sugiere que estos metabolitos secundarios constituyen una reserva
de alimentos acumulados cuando el suplemento de nutrieutes es abundante y que son
utilizados cuando se presenta una ecscasez de alimento. Sin embargo, ¢l hecho de que
muchos metabolitos secundarios sean consumidos por microorganismos cuando el
suplemento de carbohidratos es agotado, no explics la increible diversidad quimica en los
metabolitos secundarios. Por otra parte, la produccion de antibiéticos ha sido considerada

como una anna biologica en la competencia intermicrobiana. Pero, no todos los metabolitos




secundarios tienen actividad antibiotica. Asi, la explicacion cominmente favorecida por la
mayoria de los fisiologos microbianos es que el proceso de metabolismo secundario cs
iniportante para los microorganismos independientemente de la naturaleza quimica de los
metabolitos. Brevemiente, esta explicacion propone que los microorganismos los cuales
entran a la fase estncionaﬁa de crecimiento y son incapaces de cortar la produccion de
intermediarios de bajo peso molecular requeridos durante ¢l crecimiento para la sintesis de
constituyentes celulares, convierten estos precursores en compuestos indcuos que no
reprimen esta sintesis. De esta manera, los microorganismos evitan los problemas
metabolicos por la acumulacion intracelular de grandes concentraciones de compuestos de
bajo peso molecular y al mismo tiempo continia operando el proceso sintético durante

tiempos de estrés metabolico (Rose, 1979).

Ademis, sin olvidar la ya mencionada funcion de sobrevivencia de metabolitos secundarios,
como los antibioticos, los fisidlogos de plantas y animales le dan principalmente a estos
meiabolitos un papel en la naturaleza. Cousiderando al metabolismo secundario de diferente
manera, esto es, como parte integrante de su ciclo de vida, ya que s¢ piensa que pueden ser
sefiales entre lospederos y depredadores (Calam,1979), o bien, como lo muestran los
experimentos realizados por Luxton (1972), en cuanto a la produccion de penicilina, en
donde organismos depredadores scleccionan su alimento (su presa, en este caso un hongo
productor), al parecer, por el olor y sabor que desprenden estos metabolitos. Asi, la
eliminacion de un hongo en particular en el medio, permite el advenimiento del proximo
sucesor de la cadena (Calam, 1982). Pasticularmente, en las plantas, se penéé inicialmente
que e.sios compuestos no debian ser otra cosa que sustancias de desecho del metabolismo.
Sin embargo, sc ha descubierto, por una parte, que algunos son sintetizados activamente por
la planta y por otra, se ha sugerido que algunos otros estan involucrados en diversas
actividades que incluyen, por cjemplo, la proteccion contra las radiaciones ultravioleta, la

desecacion o la destoxificacion de venenos ambientales (Dirzo, 1985).




2.4. Antibiéticos.

Los antibiéticos son substancias producidas por microorganismos que tiene el poder de
inhibir el crecimiento de otros microorganismos o destruirlos. Su interés economico deriva
principalmente de la utilizacion médica para luchar contra las enfermedades infecciosas. Son
substancias especificas que no tiemen una distribucion - generalizada entre los
microorgsnismos y son producidas por un mimero limitado de especies. El género
Streptomyces agrupa a una gran parte de microorganismos productores de antibidticos
(Amaud y Guirard, 1985). Al igual que otros metabolitos secundarios, solo se producen
cuando el crecimiento decrece bajo ciertos niveles y pueden ser efectores de diferenciacion
* en la formacion de esporas o establecer ¢l tiempo en la germinacion de éstas. Las especies
productoras son sensibles durante cl creéimiento al antibiotico que produce y durante la fase

de produccion resisten debido a mecanismos que incluyen:

i) modificacion del antibiético por enzimas sintetizadas por ¢l mismo

microorganismo productor (destoxificacion);
ii) alkteracion del antibiético "blanco" en Ia célula productors; y

ifi) una disminucion en la permeabilidad interior al antibiético, después de

excretarlo (Martin y Demain, 1980).

Se distinguen segiin su via de sintesis y su estructura quimica varios grupos de antibidticos
como son:’ (-lactimicos, polipeptidicos, aminoglucosidicos, "macrolidicos” (o antibidticos
ciclicos) y tetraciclinas; asi como algunos otros cuya estructura difiere de los grupos
precedentes (Amaud y Guirard, 1985). El grupo de antibiticos f-lactinricos es de gran
importancia clinica y comprende dos tipos principales: las penicilinas y las cefalosporinas;
ambas empleados como agentes terapéuticos. Estos antibioticos generalmente ejercen su

efecto biologico interfiriendo en la sintesis de forma irreversible, de compuestos




estructurales de la pared bacteriana. Siendo cousiderados como antibioticos altamente

efectivos y de baja toxicidad (Kirk y Othmer, 1984).

Una principal caracteristica de Ia investigacion de antibioticos naturales es la produccion de
antibioticos semisintéticos en los cuales un producto microbiano es - modificado
quimicamente para dar lugar a un antibiotico final. Pocos antibidticos comerciales son
pfoducidos tinicamente por sintesis quimics, un ejemplo es el chloramfenicol, debido a que

su estructura quimica es relativamente simple (Rose, 1979).
2,5, Penicilina,

La penicilina fue descubierta por Alexander Fleming en 1929. Fue utilizado por primera
vez, como droga para el control de infecciones durante 1a Segunda Guerra Mundial, donde
se realizo un intento inmediato por producir este antibidtico a gran escala. Resultados de
muchas investigaciones realizadas en ambos lados del Atlintico estuvieron en secreto hasta
después de la guerra, cuando la relacién cronologica y los detalles de los estudios quimicos
fueron publicados en 1949 (Kirk y Othmer, 1984),

Aiin en nuestros dias, el interés central para la industria es conferido a las técnicas de
seleccion especial para la obtencion de cepas superproductoras. Una compailia, Panlabs Inc.
en 1973, cwpleando téenicas especiales de seleccion empezd ofreciendo cepas de
Penicillium chrysogenum a clientes productores de penicilina, Estas cepas productoras de
penicilina G y V fueron llamadas P-1y P-2 y fueron derivadas de las iltimas cepas de la
seric. Wisconsin,  Cada una ha sido desarrollada independientemente por compadias
comerciales. La genealogia de cepas de P. chrysogenum, desarrolladas principalmente en la-
Universidad de Wisconsin ha sido descrita por Elander (1979). La manipulacion genética de
cepas ha consistido principalmente en el uso de agentes fisicos causantes de mutaciones,
como rayos UV, rayos X, bombardeo de neutrones y calor; asi como agentes quimicos,

como nitrégeno mostaza y N-metil-N"nitro-V-nitrosoguanidina (Rose, 1979).




Actualmente, la manufactura de penicilings es una empresa altamente competitiva y
generalmente el desarrollo tecnologico deriva de sus propias investigaciones. La mayor
fuerza de los antibiéticos procedentes de los B-lactamicos, se deriva de la diferenciacion de
las cefalosporinas y subproductos. La inclusion quimica de radicales diferentes en la cadena
del icido 6-aminopenicilinaico (APA) es la que crea las especialidades y las diversas patentes
que se han otorgado. Como en todo tipo de farmacéuticos la competencia ¢s muy cerrada
entre los grandes consorcios de investigacion y desarrollo de medicamentos. En México, la
penicilina se obtiene importando el APA y fermentindolo después para llegar a la penicilina
G sodica. No existe en nuestro pais suficiente fabricacién del APA y el que se produce
resulta mas costoso que el impomdo; Asi, & Ia fecha, esta tecnologia depende totalmente
del exterior. La produccién en México se utiliza al 100% en la industria farmacéutica, de la

cualel 16-18% se destim al drea de veterinaria,

2.5.1. Estructura Quimica.

Las penicilinas poseen una estructura quimica compuesta por dos anillos, uno tiazolidinico y
otro f-lactamico que constituyen el nicleo central 6 nmino-pepicilinico (6-APA) también

llamado -lactamicos-lactama-tiazolidina (Figura 1.).
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Figura 1. Estructura basica de la penicilina (-lactama-tiazolidina).




Las diversas penicilinas poseen esta estructura pero varian en el radical ( N ) de la cadena
lateral.  Solamente dos penicilinas biosintetizadas se lan considerado importantes
terapéuticamente, 1a penicilina G y la penicilina V, las cuales tienen como radical

respectivamente (Quecner y Swartz, 1979; Amaud y Guirard, 1985).
0>, {0
y

Las penicilinas inhiben la sintesis de la pared bacterians, inactivando las enzimas cuys
funcion es entrecruzar las hebras del péptido glucino de la pared, lo que da lugar a una
estructura’ sensible # los cambios osméticos. Actian sobre las bacterias grampositivas
(Staphylococcus, Streptococcus, etc.) y algunas bacterias gramnegativas (Neisseria) y sobre
Treponema, agente de la sifilis, La mayor parte de las penicilinas pueden ser descompuestas
por diversos microorganismos (E. coli, Bacillus) dotados de una f ~lactamasa que cmlizg la
hidrélisis del grupo amino del anillo B-lactémico para dar lugar al icido peniciloico inactivo.
Diversos dcidos sirven como precursores de la cadena lateral, de la cusl depende la actividad

biologica y su sensibilidad a la accion de (-lactamasas (Sénchez, ef a/.,1984; Amaud y
Guirard, 1985),

Entre las propiedades y especificaciones principales se incluyen, su punto de fusion (209-210
°C), es un polve blanco que debe ser perfectumenie estéril y es soluble en soluciones salinas.
Su potencia se mide en los términos de Unidudgs Intemacionales (U.L), y para efectos de
venta se utilizan las siglas BOU, (Billion of Units). Un mg. de penicilina G sodica equivale a
‘ 1595 U.I. (The Merck Index, 1989). s




"~ 2.5.2 Biosintesis.

La penicilina es sintetizada através de una serie de pasos metabélicos que se inician con el
icido a-aminoadipidico, compuesto que a su vez es precursor de la via de biosintesis de la
L-lisina. El primer paso en la biosintesis de la penicilina es el catalizado por la enzima &(L-
aminoadipil)-L-cisteina sintetasa, que licva 8 cabo la unién de a-aminoadipidico con el
aminoacido L-cisteina, para formar el primer intermediario de la via. Este intermediario se
condensa con el aminodcido L-valina, para dar origen al tripéptido «-aminoadipil-cisteinil-
valina. Este tripéptido se encuentra estructurado, segin Andriens, ef al. (1975), como L-a-
aminoadipl-L-cisteinil-D-valina, arreglo molecular que coincide con el descrito para el
mismo intermediario en la sintesis del antibidtico cefalosporina por Cephalosporium
acremonium. Aln no esta definido si ¢l aminoicido valina se incorpora en su forma D, o
bien si lo hace como L-valina que después es isomerizada. Los eventos finales en la
biosintesis del antibiatico implican la formacién de los anillos B-lactimico y tiszolidinico.
Recientemente se ha establecido, que el tripéptido es convertido en isopenicilina N a través
de un intenﬁediario p-lactamico monociclico. La isopenicilina !l es un compuesto inestable
‘con actividad antibiotica que posee a-aminoadipidico en su cadena lateral. Dicho
intermediario, debido a la accion de una acil transferasa, intercambia el a-aminoadipato en
su cadena lateral por icido fenilacético y da origen a Ia penicilina G o bencil-penicilina,

producto final de [a via (Figura 2)Sanchez, ef al.,1984).
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Figura 2. Intermediarios metabolicos de la via de biosintesis de L-lisina y de la penicilina G.
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2.53, Mecanismos de Regulacion en la Biosintesis de Penicilina,

a) Control en la iniciacion de la sintesis de penicilina.

Dentro de los genes que contienen la inforinacion para la sintesis de antibioticos hay:
cromosomales y extracromosomales. Frecuentemente, los genes estructurales son los
cromosomales; mientras que los genes regulsdores que controlan la expresién de la
informacion genética, se encuentran en los plismidos extracromosomales (Hopwood, 1978).
Esta expresion del codigo genético, usualmente ocurre & una tasa de crecimiento'b‘lja, lo
cual sugici‘e que durante el crecimiento répido, la sintesis no se realiza y si se realiza, su
actividad es inhibida (Martin y Demain, 1980). A nivel de iniciacion, esta sintesis es
controlada por inhibicion al inicio de la ruta bisintetica, la cual, es compartida, por un lado,

para la sintesis de un metabolito primario y por otra, para la sintesis de un metabolito




secundario, Esta inhibicién ocurre por retroalimentacion del producto primario final. En
particular, en la biosintesis de penicilina, este metabolito primario lo constituye la L-lisina,
que actiia sobre la homocitrato-sintetasa, la primer enzima de la ruta (ver Figura 2) (Luengo,

et al., 1980).
b) Efectores intracelulares y mecanismos que coatrolan al inicio de ls sintesis de penicilina.

Varios mecanismos parecen estar involucrados en el control de la sintesis de los u_nibiéticos.
En un modelo, una pequeiia molécula actis como corepresor o inhibidor, reprimiendo la
formacion o inhibiendo la accion de la antibidtico sintetasa. Lo que significa, que el
corepresor o inhibidor debe agotarse antes de que la sintesis ocurra (Martin y Demain,
1980). Este modelo ajusta algunos de los datos experimentales para la regulacion de la

biosintesis de penicilina, los cuales se incluyen:

i) - Regulacion por carbono. La D-glucosa reprime s la L-oc-aminoadipil-L-cisteinil-D-
valina sintetasa en la formacion del tripéptido en la biosintesis de penicilina,

impidiendo asi, la mcorporacion de la valina (Revilla, ef al., 1984).

i) ~Regulacion por nitrégeno. El ion amonio, constituye un efector negativo para las
enzimas responsables de la sintesis de glutamina, la cual da lugar a la formacion de
los aminodcidos precursores de la penicilina, como donador de grupos «c-amino

(Sénchez, et al., 1980).

En uﬁ segundo modelo de regulacion, un inductor o activador debe ser sintetizado en el
cultivo fermentativo o adicionado al cultivo de acuerdo a la etapa de biosintesis (Martin y
D"emnin, 1980). Datos experimentales que se ajustan s este segundo modelo en cuanto a la
produccion de penicilina, es la induccién por L-ghitamato. Este aminoicido estimula la
formnéién de penicilina a través de inducir el aumento en la concentracion de 8(L-

aminoadipil)-L-cisteina sintetasa (Lara, ef al., 1982).
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¢) Etlplé Finales de In biosintesis de penicilina.

La ;iuucién de la produccion de antibidtico difiere en cuanto a las cepas productoras que
son genéticamente distintas y también dependiendo de las condiciones ambientales. En
algunos cultivos para la produccion de antibidticos, la fase activa de sintesis es mas bien
corts, de 4 a 20 horas. Sin embargo, en actinomicetos y hongos productores de antibiéticos,
la idiofase es mas larga que la trofofase y puede ser prolongada por lote alimentado (Martin
y Demain, 1980). En cuanto al cese en la produccion de penicilina, éste esta dado por la
retroregulacion por producto. Es decir, 1a acumulacion de penicilina que ocurre tardiamente
en la fermentacion, inhibe la nueva produccion del antibidtico. Asi mismo, la penicilina
exdgena limita su subsecuente scumulacion, siendo necesario que el nivel de penicilina para
inhibir la sintesis d¢ una cepa particular sea similar al nivel de produccion de la cepa. En este
caso, es posible que se este inhibiendo alguna enzima como la aciltransferasa (Gordee y Day,

1972).

2.6. Fermentacion Solida.

La fermentacion en substratos solidos (FS) es generalmente definida como el crecimiento de
microorganisinos sobre materiales solidos en ausencis de agua libre. El substrato, sin
embargo, debe contener suficiente humedad, la cual existe en estado de absorcion dentro de
la matriz sélida (Pandey, 1992). Asi, los substratos pueden ser vistos como uns mezcla de
gas-liquido-solido en la cual la fase acuosa esta intimamente asociada con la superficie solida
en varios estados de sorcion y estd en contacto con la fase gascosa continusmente. La
interface gas-liquido provee una zona de intercambio oxigeno-dioxido de carbono y de
transferencia de calor. En tanto que la fase solida (excepto cuando el soporte es inerte)
provee un rico y complejo recurso de nutrientes que puede ser completo e incompleto segin

los requerimientos del cultivo (Mudgeﬁ, 1986). En relacion a esta fase solida y de acuerdo




a la localizacion del substrato en el soporte, Ralph en 1976, ha considerado dos tipos de

fermentacion solida, en donde;

i) ¢l material solido sive como el principal recurso de nutrientes para el
microorganismo que estd intimamente asociado con la superficie de intersticios del

material.

i) el soporte solido es nutricionalmente inerte, por lo cual provee algunas ventajas al

microorganismo con respecto al acceso de nutrientes,

Sin embargo, segin Ralph (1976), estas dos categorias generalmente no son bien definidas
en la practica ya que la mayoria de los materiales solidos involucrados en interacciones con
microorganismos son una mezcla compleja de componentes inertes y nutricionales y en

consecuencia, sus funciones son traslapadas (Aidoo, et a/., 1982).

En cuanto a la dindmica del proceso, la FS posee siempre una distribucion heterogénea tanto
de substratos como productos dentro de la masa solida, que son acompafiados por grandes
variaciones en temperatura, pH y oxigeno disuelto (Viniegra-Gonzalez, 1993). Cambios
fisico-quimicos como el hinchamiento del substrato, la adhesion microbiana a substratos, el
crecimiento microbiano y digestion y/o fermentacién del substrato también preceden o
acompaiian el desarrollo de la FS. Parametros especificos que describen a la FS como son:

la textura y composicion del substrato, la concentracion de biomasa microbiana y cantidad

" de producto metabolico afectan tambicén ¢l desarrollo del proceso. Por ejemplo, la relacion

entre el contenido de humedad inicial y la capacidad de retencion de agua es afectada por la
textura del substrato y del grado de anaerobiosis dentro de éste. Asi mismo, la transferencia
de calor y masa dentro del sistema son grandemente afectados durante el proceso, debido a

estos parametros descripitivos de la FS. En lo futuro, la importancia en el progreso de los




métodos analiticos en ¢l monitoreo de los procesos principalmente, estara aunada a mejorar

la utilizacion de la FS (Wang, 1993).
2.6.1. Microorganismos utilizados en FS.

Recientemente, Pandey (1992), considero a varios grupos de microorganismos que pueden
crecer sobre substratos solidos. Sin embargo, de estos grupos microbianos (que incluyen
diversos hongos y bacterias), los hongos filamentosos son los que tienen la mejor capacidad

para crecer en ausencia de agua libre. En la prictica, los tipos de microorganismos que

" pueden crecer en sistemas de FS, son determinados por el factor de actividad de agua (ay).

La actividad de agua es definida como la humedad relativa de la atmosfera gaseoss en
equilibrio con ¢) substrato y nos expresa en este caso, el requerimicnto de agua para la
actividad microbiana. E] agua pura tiene a,=), y con la adicion de solutos este valor
decrece. En este sentido, los microorganismos que pueden crecer y son capaces de llevar a
cabo sus actividades metabélicas a bajos valores de a,, son adecuados para los procesos de
FS. A diferencia de las bacterias que crecen principalmente a valores de a, cercanos a uno,
los hongos filamentosos y algunas levaduras (que viven en substratos solidos naturales como
pedazos de madera, hojas, raices, etc.) pueden crecer a valores de actividad de agua
menores, entre 0.6 y 0.7. Cominmente las tres clases de hongos filamentosos que son
utilizados en FS son: Phicomicetes (Mucor y Rhizopus), Ascomicetes (Aspergillus y

Penicillium) y Basidiomicetes (Polyporus).

De acuerdo a los microorganismos utilizados, los procesos de FS pueden ser clasificados en

dos grupos principales: FS natural, como el ensilaje y el composteo que utilizan microflora

~ natral y FS de cultivo puro, los cuales son generalmente utilizados en la industria para

mejorar ¢l control en la utilizacion del substrato y la formacion del producto final (Pandey,

1992),
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Q J 2.6.2. Substratos utilizados en FS.

En cuanto a los substratos que se utilizan para procesos de FS éstos pueden ser naturales o

sintéticos. La mayoria de los substratos naturales (utilizados en ocasiones como fuente de

‘ : carbono) estin constituidos por materiales orginicos de estructura polimérica, como

polisaciridos, proteinas y ligninas. E! substrato sdlido debe estar en tal forma que permita la

libre circilacion del aire y en consecuencia, la cantidad de agua debe mantenerse en un nivel
relativamente bajo (Hesseltine, 1972). El crecimiento sobre estos substratos puede ser sobre
la superficie como lo hacen las bacterias y levaduras o bien, penetrando dentro de las

particulas del substrato como lo hacen Ias hifas de hongos filamentosos.

2.6,3, Diferencias entre la FS y la FL.

Actualménte, las fermentaciones industrisles pars la produccion de biomasa, enzimas y

metabolitos, utilizan cultivos liquidos sumergidos (FL). Este tipo de .proceso fue

desarrollado para disminuir ¢l tiempo en la produccion en ¢l proceso de fermentacion
superficial - (Viniegra-Gonzalez, 1989).  Procesos de control superior, €l ambiente
homogéneo de produccion en bioreactores, fiicil operacion pa;a esterilizar a gran escala y
menos requerimientos de manejo fucron las fuerzas impulsoras para proponer los cultivos
sumergidos.  Sin embargo, 1a produccion comercial de tales productos, primeramente,
dependieron de la fermentacion solida, tecnologia desarrollads en China y Japon (Chisti,
1993),

Recientemente se ha manifestado que las respuestas bioquimicas y fisiologicas de ciertos
microorganismos en FS ademas de diferir grandemente de aquellas en FL, pueden permitir

una reduccion en o total pérdida de productividad del metabolito o enzima deseads. Con

este conocimiento, combinado con los notables avances en I tecnologia de la fermentacion

solida, éste método alternativo esta nuevamente ganando terreno (Chisti, 1993).
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De acuerdo con Viniegra-Gonzalez (1989) las diferencias entre la FS y la FL seran vistas a
continuacién, de acuerdo a las desventajas que presenta la FL y las ventajas de caricter ain

teoricas de la FS.

2.6.3.1. Desventajas de la FL:

+ El medio de FL esta constituido principalmente por agua (90/95%), en la cual se

encuentran los productos microbianos en concentraciones menares de 50 g/l (5%)._
+ Eltratamiento de agua residual es tan costoss como la planta de fermentacion misma.

+ Para evitar la contaminacion por bacteriss y levaduras 56 requieren costoss técnicas de

esterilizacion del equipo, del aire y del medio de cultivo. La contaminacion por estos

microorganismos ocurre ficilmente en cultivos de hongos productores de metabolitos de

interés, que crecen lentamente en medios enriquecidos.

» Las concentraciones del producto y de los precursores son tan bajas, que los procesos de

recuperacion repercuten negativamente en la economia de todo el proceso.

+ La solubilidad del oxigeno en cl agua es muy baja, por lo que se hace uecesasio utilizar
maquinaria compleja y costosa para los procesos de agitacion y aireacion forzada con un

elevado costo de energia.

2.6.3.2. Ventajas de la FS: ’ .

+ Elmedio de FS usualmente contienc menor cantidad de agua (60-80%) que la FL.

+ Una gran fraccion de agua residual puede ser evaporada en rotavapor, produciendo

volimenes menores para las plantas de tratamiento de desecho.
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« Laactividad de agus menor en la FS le proporciona ventajas ecoldgicas en el crecimiento
lento de los hongos sobre el de bacterias y levaduras, reduciendose asi las operaciones de

1 esterilizacion.
+ Loshongos pueden utilizar y transformar azicares impregnados en materiales slidos, de

concentraciones muy bajas a mayores de 50 g/l (més de 400 g/l segun Oriol, 1988b) y

pueden producir elevadas concentraciones de productos importantes, tales como dcido
. giberélico (Kuinar y Lonsane, 1987), penicilina (Barrios-Gonzilez, 1988a), pectinasas
(Trejo, 1986). Por ello, los costos de recuperacion se reducen.

« El oxigeno no es un factor limitante, debido a que se solubiliza ficilmente en el aire, ¢l

cual a su vez, es el fluido en la FS. Por lo tanto, la FS tiene menores costos de energia

4

que ta FL (Viniegra-Gonzilez, 1989)

2.63.3. Limitantes de la FS:

« Los microdrganismos aerdbicos estin limitados a crecer como peliculas delgadas en la
superficie aérea dejando aire intersticial y volumen intrapasticular sin utilizar (Raimbault,
1980). Entonces, 1a concentracion microbiana es de un nivei similar a 1a de 1a FL (cuyo
ciclo de vida s mas corto). Ademas, los cultivos en lote, que es como genenlmﬁte se

realiza en FS, son menos productivos que los cultivos continuos utilizados en la FL.

» Elcontrol del proceso se dificulta en una FS debido a la calidad heterogénea del medio de

fermentacion, y a la ausencia o lenta agitacion.

-+ Larecuperacion del producto puede ser dificil si el producto es absorbido o contaminado

por resituos solidos.

« Se tiene poca experiencia en la produccion de metabolitos claborados en FS a gran
escala. Pocas compaiiias, como lo son las industrias de alimentos fermentados de Japon,

conocen la construccion y oggracion de una planta de FS. (Viniegra-Gonzilez, 1989).
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M. ANTECEDENTES

En términos generales la fermentacion solida (FS) se distingue de los cultivos sumergidos,
en que el crecimiento microbiano ybla formacién de productos ocurren en o cerca de la
superficie de materiales solidos con bajo contenido de agus. El contenido miximo de agua
esta determinado por la capacidad de retencion de agua de la fase sélida y a su vez la
disponibilided de los nutrientes depende principalmente de su difusion & través del medio
liquido. Por lo anterior, es necesario considerar que el sistema de FS esté conformado por

tres constituyentes basicos: el soporte, los nutrientes y el agua.

Hasta ¢l momento los trabajos sobre crecimiento y/o produccién en FS han contemplado de

manera independiente ¢l efecto de solo un parametro, ya sea humedad o concentracion

(Nishio et al., 1979, Raimbault y Alazard, 1980; Oriol ¢! al., 19884s; Barrios, ¢f al., 1988a).
Sin embargo, para alcanzar un determinado valor, de humedad, por ejemplo, puede hacerse
con més de una combinacidn diferente entre los tres constituyentes, por lo que en realidad
cada una de ellas representa diferentes condiciones de cultivo. Esto significa que los tres
constituyentes que interactian emtre si en tales combinaciones, pueden ejercer eofectos
indirectos y distintos sobre el desarrollo del microorganismo. Con relacién en esto, se
propuso que la produccion obtenida en FS debe depender de la éombinlcién de éstos que
conforman el medio solido. En el presente trabajo, se determiné bajo diferentes
combinaciones el efecto de estos constituyentes de la FS sobre la produccion de penicilina y

el erecimiento de Penicillium chrysogenum (cepa P-2, clon 4).

D¢ acuerdo a nuestro sistema de estudio, hemnos considerado previos trabajos realizados por
Oriol et al. (1988a), y Barrios e/ al, (1988a), debido a que los sistemas de fermentacion
solida que han utilizado, estan basados en la produccion de metabolitos secundarios y el uso
de materiales solidos inertes impregnados con soluciones nutritivas, Las principales

aportaciones de estos estudios sc refieren en general, al efecto independiente ya sea del
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contenido de agua inicial, de la actividad de agua (a) y/o de la concentracion de los

nutrientes en este tipo de cultivos.

Los resultados de Oriol ef al. (1988a), han indicado qﬁe la humedad inicial (entre 40 y 75

%) no tiene un efecto importante sobre la fase de crecimiento en Aspergillus niger, contrario

al efecto producido por la baja actividad de agua (tonicidad) de la fase liquida, la cual
incrementa drasticamente el tiempo de germinacion y la tasa de crecimiento. Estos

resultados, por lo tanto, demuestran que Ia actividad de agua controla el crecimiento, al

menos en este tipo de sistema.

Por otro lado, en el trabajo de Barrios, et. al. (1988s), los resultados indicaron que la
hﬁmednd inicial tampoco afecta la fase de crecimiento de Penicillium chrysogenum
(Wisconsin 54-1255), pero si tiene una importante influencia sobre el nivel de produccion de
penicilina. Para estudiar este efecto, los autores modificaron Ia humedad (entre 60 y 78%)
manteniendo Ia actividad de agua constante, de manera anilogs a lo realizado por Oriol, et.
al. (1988a). Humedades iniciales entre 70 y 73% presentaron uns alta tasa de produccion de
penicilina en la parte final del cultivo, alcanzando uns produccion de 800 U/ml (1, 120
ug/gms), a diferencia de los cultivos con humedades mayores y menoreé, en donde las
pfoducciones alcanzadas fueron del prden de 200 U/ml (280 pg/gms). Ademis, en cste

mismo trabajo se realizaron experimentos en donde se incrementd la concentracion de

*nutrientes (disminuyendo a,) mantenicndo constante la humedad en 70%, s costa de

disminuir la cantidad de bagacillo. Se encontré que ha diferencia de la trofofase, el uso de
niedios mas concentrados (2x) favorece la produccion de peniciling en FS. En este caso los

autores utilizaron el medio reportado por Sylvester and Coghill (1954).

Estos dltimos resultados son confirmados en el presente estudio utilizindo otro medio y otra
cepa, mas se amplia el horizonte en este campo ys que se encontro que las conclusiones

arriba mencionadas son casos de un fendémeno mis general.




IV. OBJETIVOS

4.1, Objetivo General.

Determinar bajo diferentes combinaciones de cultivo, el efecto de los constituyentes del
medio de fermentacion solida (soporte/nutrientes/agua) sobre la produccion de penicilina

por Penicillium chrysogenum.

4.2, Objetivos Particulares,

Establecer las cantidades miximas y minimas de cada uno de los constituyentes del medio
de fermentacion solida, en las diferentes combinaciones de acuedo a las limitaciones

propias del sistema

Determinar el efecto de la concentracion de nutrieates (manteniendo ls relacion
soporte/agua constante) sobre la produccion de penicilina y crecimiento de Penicillium

chrysogenum.

Determinar el efecto de la humedad (manteniendo la relscion soporte/nutrientes

constante) sobre la produccion de penicilina y crecimiento de Penicillium chrysogenum.

Determinar ol efecto del contenido de soporte (manteniendo la relacion nutrientes/agua

constante) sbbrc» Ia produccién de peniciling y crecimiento de Penicillium chrysogenum.

Comparar cinéticas de esporulacion, pH, humedad, consumo de azicares reductores y
respiracion sobre el crecimiento y la produccion de peniciling, de todas las interacciones

estudiadas,

e



25

i e T S

V. MATERIAL Y METODOS

5.1, Mlcroor;inlsmos.

Para Ia produccion de peniciling G se utilizd la cepa P-2-4 de Penicillium chrysogenum,
mutante dcrivida de la cepa P-2 (ATCC 48271). Ests mutante, P-2-4, s¢ caracteriza por ser
sobreproductora de penicilina G en FS (Barrios-Gonzdlez, et. al. 1993s).

- Paala realizacion de los bioensayos de actividad antibidtica se utilizd Bacillus subtilis
(ATCC 6633), que se mantuvo ea medio de esporulacion » 4°C.

5.2. Medios de Cultivo.

5.2.1, Medio pars Bioensayos.

5.2.2, Medios de Espofulacién.

Agar de Soya y Tripticaseina (TSA) (3/1)
e Peptona de caseina 17
Peptona de soya 3
NaCl 5
_ K,HPO, 2
‘i b Dextrosa 25
Agar bacteriolégico 10
" Agua destilada hasta 1000 m!
pH 73

Medio de esporulacion para Bacillus subtilis (g/).

Peptona 8

- Extracto de came 3
MnCl, 10° M.
Agua destilada hasta 1000 ml
pH 12




Maedic pewer de esporulacion para Penicillium chrysogenum @/1)

Sacarosa 15
L.actosa 15
NaNO, !
K;HPO, | 025 \,
CuS0, 7H,0 0000s (
FeCly6H,0 0.0015 ,
KH,PO, 0.03
MgSO, TH,0 0275 b
FeSO,TH,0 0.008
Bactopeptona 25 -
Liquidos de maceracion de maiz 0.25
NaCl 2
Agar bacteriologico 20
- Agua destilada hasta 1000 ml g
Medio pewer de produccién para esporulacion y produccién utifizado i
eu 1a elaboracion de cilindros de agar para Penicillium chvysoécnum (gh). ,
Sacarosa 15 b
Lactosa Is %
NaNo, ! 1
K,HPO, 025
CuSO,7H,0 0.0005
FeCl,-6H,0 0.0015 3
KH,PO, - 0.03
MgS0,'7H,0 0.275
FeSO,7H,0 0.005
Bactopeptona 2.5
Liquidos de maceracion de maiz 0.25 *
‘NaCl ‘ 2
Acido fenilacético 25
Agar bacteriologico 30
n sAgua destilada hasta 1000 nl




8.2.3. Medio para Fermentacion Sélida,

Medio Complejo de Fermentacion Solida (Somerson modificado) (/1)

Lactosa

Glucosa

CaCo,

KH,PO,

MgsO,

Liquidos de maceracion de maiz
Acido fenilacético

Agua destilada

Este medio complejo fue una modificacion del reportado por Somerson ef al., 1961 usado
en fenventacion liquida. Tales modificaciones son: la adicion de otra fuente de carbono
como es la glucosa (1.4%) y el uso de una menor concentracion de icido fenilacético

(7.4mM), En adelante, los ingredientes de este medio serdn considerados como los

nutrientes del medio de fermentacion solida,

5.3. Reactivos.

110
14
20
6
6
70
1.3
hasta 1000 m}

53.1, Buffer de Fasfatos para Extraccién de Penicilina,

Para la extraccién de penicilina se prepard un amortiguador de sales de fosfato 0.}mM en

apua destilada y se ajus1o aun pH de 5.5.

5.3.2. Reuctivo DNS para la Determinacion Azicares Reductores.

Se pesaron 7.5g de dcido 2,4-dinitro salicilico, 14 g de NaOH, 216 g de Tartrato doble de

sodio y potasio, 5.6 g de fenol y 5.9 g de metabisulfito de sodio y se disolvieron en este

orden en agua destilada (Miller, 1959).




8.4, Conservacion de la Cepa.

Siendo necesaria la conservacion de las caracteristicas generales de Penicillium
chrysogenum cepa P-2 ATCC 48271 clon 4, por su alts produccion de penicilina en FS, se
aplicaron dos métodos para su conservacion: a) liofilizacion, para conservacion a largo pllzb
y b) congelacidn, para conservacion a mediano plazo (-20°C y -80°C con glicerol al 25%).

Una suspension de esporas congelada proveniente del mismo stock original, fue utilizada

para cada experimento,

5.5. Fermentacién Sélida.

El medio de fermentacion solida esta constituido por tres componentes bisicos: soporte (en
este caso, bagacillo de caiin), uutrientes y agua. Dichos constituyentes fueron probados bajo
diferentes combinaciones, para lo cual se realizaron tres series de experimentos que son
mostrados en la Tabla 1. Los valores de esta tabla se obtuvieron a partir de la deduccion de
ccuaciones para cada seric experimental y considerando los valores de las condiciones

estindar. Por ¢jemiplo, para la primer serie, en donde Ia relacion bagacillo/agua se mantuvo

constante, fueron consideradas las siguientes ecuaciones:

Ecuacion 1 b/a=0.2 (constante) —» b=a(0.2)
Ecuacion 2 bt+a=84.085

Sustituyendo 1t en 2 a(0.2)+a=84.085 —» a(0.2+]1)=84.083

- a=84.08%/1.2

y para calcular los a=100-(a+b)

nutrientes

cn donde, ibagacillo de caiia (b=14.085%), nutrientes (n=15.911%) y agua (a=70%), para las

candiciones estandar




En cada serie experimental se mantuvo constante la relacion de dos de los componentes del

medio solido, mientras que Ia cantidad del tercer componente fué disminuido o aumentado

con respecto a las condiciones estandar y segun las limitaciones fisicas y fisiologicas del

sistema. Estas limitaciones han sido a su vez consideradas como parte de los resultados de

este trabajo (ver en resultados).

Cada uno de los constituyentes de las diferentes

condiciones de cultivo estin dadas en porcentaje.

%b

Serfel 1249
13,02
b/a=0.212 * 14,09
15,42
16,084

Serie 2 19,68
17,82
b/n=0.885 16,58

* 1409

10,98

Serie 3 2391
18,75
n/a=0.23 * 14,09
10.35

%8

62,06
64,71
70,00
76,63
79,939

58,08
62,06
64,71
70,00
76,63

62,00
66,20
70,00
73,05

%n

25,46
22,28
15,91
7,96
3,98

22,24
20,13
18,72
15,91
12,34

14,09
15,05
15,91
16,60

ix}

3,20
2,80
2,00
1,00
0,50

2,719
2,53
2,35
2,00

1,56 -

LN
1,89
2,00
2,00

pH pH
enliquide ensdlide
6.75 6.49
6.70 6.44
6.80 6.45
6.55 6.45
6.80 6.52
1.27 6.39
7.18 6.51
7.12 6.53
6.81 6.56
709 6.56
68 6.44
6.8 6.44
6.8 6.45
68 6.50

Tabla 1. Diferentes condiciones de cultivo para el sistema de Fermentacion
Salida cuyos constituyentes son: bagacillo de cafia (b), nutrientes (medio
Somerson modificado) (n) y agua (a). Condiciones estindar () en cada serie,
En la seccidn 5.5.1.s¢ hace referencia a los valores de pH mostrados en las

uiltimas dos columnas.
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$.5.1, Pruchas de pH.

En la elaboracion del medio complejo, el cual contiene los nutrientes se realizaron pruebas
para determinar el pH del medio liquido que diera un pH de 6.5 en ¢l medio solido. Estos
valores de pH son mostrados en la Tabla 1. Para realinf estas pruebas todas las diferentes
cohdiciones de cultivo fueron preparadas para medio de fermentacion sélidq (ver seccion

56.4) y cilculadas para una columna de fermentacion,
85,2, Produccién de esporas pars la obtencién del indeulo.

Para la realizacion de cada una de las series, se prepararon 3 matraces con 40 ml de medio
Power (Luengo, ef al., 1980), se esterilizo e inoculé cada uno con 0.3 ml de una de las

sﬁspehsiones congeladas de la cepa P-2 ATCC 48271 clon 4 de Penicillium chrysogenum

con concentracion 1.75x107esporas/m!. Después de homogeneizar el indculo en el medio,

se incub6 a 25°C durante aproximadamente 7 dias hasta su esporulacion, la suspension de

" esporas se obtuvo por agitacion magnética y adicion de tween al 0.05%. La cuenta de
esporas s¢ hizo en cimara dc Neubauer. El inéculo se calculo en relacion a
2xlO6esporas/ml, que cn las condiciones estandar (con 70% (ie humedad) corresponde a
, I.4x106esp0ras /0.7ml/ 0.3 gramo de solidos / gramo humedo de medio de fermentacion

solida.
5.53. Pretratamiento del soporte.

Se utilizé como material de soporte bagacillo de cafia de azicar (proveniente del Ingenio
azucarero de Zacatepec, Morelos, México). Este bagacillo fué tamizado en mallas del
namero 30 y 50, utilizandose unicamente las particulas retenidas entre estas dos mallas
(tamario: 0.297 a 0.59 mm). Al bagacillo se le adiciond la mitad de! agua total considerada
para todo el medio de cultivo y ambos se mezclaron. El pretratamiento se lievo a cabo en

una autoclave a 3 Ib/in? de presion durante 30 min. y después se procedio a esterilizar
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normalmente a 15 Ib/in2 durante 15 min. En este caso, la finalidad del pretratamiento es

aumentar Ia capacidad de retencion del medio liquido nutritivo.
8,54, Preparacién del medio de fermentacién sélida.

Se consideraron los cilculos para el porcentaje de humedad en cada caso particular (ver
Tabla 1) y en funcion del niumero de columnas necesarias para la construccion de Ia cinética
y sus respectivos duplicados en cada tiempo. Se calculé la distribucion del agua en el ajuste
de pH del medio, pretratamiento del bagacillo y ¢l agua incluida en la suspension de esporas
y en la preparacion del medio. Asi mismo, en cada caso se calculd la distribucién de los
solidos quey incluyen: el bagacillo de cails y los sdlidos del medio complejo de fermentacion
solida segin su concentracion [X] (ver Tabla 1). Antes de esterilizar ¢l medio para cada
tratamiento, éste fué ajustado en funcion de las prucbas de pH realizadas.

En condiciones estériles, se mezclé el bagacillo de cafia pretratado y el medio complejo
previamente inoculado, obteniéndose asi, ¢l medio de fermentacion slida con un pH=6.5.

8.5.8. Condiciones del Cultivo.

La fermentacién se llevo a cabo en columnas (Raimbault y Alazard 1980), que contenian 12
g de medio de fermentacion solida con una deasidad de empaque de 0.23 g/ml. y fueron
incubadas en bailo de aguaa 25°C, con una aireacion himeda de 0.2 1 h"g'l, en condiciones

no asépticas. El indculo fué de 1.4 x10° esporas por gramo himedo de medio de

fermentacidn solida.

5.5.6. Desarrollo de los Métodos Analiticos.

Cada tratamiento experimental se realizd por lo menos dos veces y el muestreo en cada

experimento se hizo por duplicsdo de cohumnas cada 24h durante 6 dias, sdemis del tiempo
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cero, realizindose en Ia forma reportada por Barrios, ef al., (1988a). La actividad de agua
se determiné solamente en el tiempo inicial en cads tratamiento, mientras que en los
siguientes diss cada muestreo consistio primero en pesar todo el contenido de medio para
cada columna y determinar: % humedad, pH, biomasa, produccién de penicilina y consumo
de szicares reductores. Ademis se monitored Ia produccion de dioxido de carbono y'

consumo de oxigeno de los microorganismos durante todo el cultivo.

8.8.6.1. Actividad de agua,

Se pesd 1.2g de medio de fermentacion inicial en cajitas y se determiné su actividad de agua

en funcién de la temperatura de la muestra en un aparato marca Decagon modelo CX 1.

8.5.62. % Humedad.

La humedad se obtuvo por gravimetria para 4 gramos de muestra y se calculo en porcentaje.

$.5.6.3. pH.

En un vaso de precipitado se pesé un gramo de medio de fermentacion y se le adicioné 10
ml de agua destilada; durante 10 minutos sc mantuvo en agitacion magnétics y después se

determin el pH con un potenciometro.

5.5.6.4. Biomasa.

La biomasa fué calculada por peso seco, considerando 4 gramos de muestra del cultivo en el

sistema de FS.




o

3

5.5.6,5. Cuantificacién de penicilina.

i)  En wbos para centrifugacion se peso 0.5 g de cada muestra y se adiciond 3 ml de

buffer de fosfatos (0. ImM, pH $.5) se agitd durante un minuto y se ajusté ¢l pH a 3.0- '

5.15 con HCL determinando el volumen adicionado, para considerar la dilucion final de
Ia penicilina extraida. Se centrifugd & 1700 r.p.m (570 g) durante 20 minutos y el

sobrenadante extraido se congelé a -20°C.

i) Al descongelar las muestras de toda la fermentacion, se realizaron diluciones 1:20 y
1:40 para la cuantificacion de penicilina por bioensayo. Esta técnica se basa en la
formacion de un halo de inhibicion del crecimiento, cuyo diémetro es proporcional al

logaritmo de la concentracion de penicilina.

Para la realizacion del bioensayo se obtuvo primersmente la suspension de esporas de
Bacillus subtilis ATCC-6633 inoculando por medio de 2 asadas (procedentes de una colonia
aislada en agar nutritivo) el medio de esporulacion pars este proposito (ver medios de
cultivo). La incubacién se llevé a cabo durante 24 hrs en matraces conteniendo 125 ml de
medio, # una temperatura de 30°C y a 200 r.p.m. A continuacion se determind la densidad
optica (DO) de la suspensién de esporas a 540 nm. El bioensayo se realizo en cajas de
uérilico dc 30x30 cm conteniendo 350 ml de agar de soya y tripticaseina (TSA) al 1%
inoculados previamente con B. subtilis (0.2 ml de suspensiéﬁ de esporas con una D.O. de |

para 100 mi de medio TSA). Una vez solidificado el medio se hicieron pozos con un

- sacabocados (del No. 4) y se llenaron con 60 pl de muestra o solucién patrén. Las placas se

guardaron durante 30 min a 4°C para permitir la difusion del antibiotico y posteriormente se
incubaron a‘35°C durante 16 hrs para s formacién de los halos de inhibicién, El esténdar

utilizado fue una solucion de sal potasica de penicilina G.
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5.5.6.6. Cuantificacién de Aziicares Reductores.

i)  De las muestras pars medir pH (ver inciso c) se extrajo | ml de sobrenadante de cada
una y se congelaron a -20°C.

i) Descongeladas todas las muestras de la fermentacion, se realizaron diluciones de mayor
a menor en funcion del tiempo y por In técnica del Acido Dinitro-salicilico (DNS) el
cual se basa en la oxidacion del grupo reductor del azicar y en la reduccién del DNS
para la obtencion de un producto colorido caracteristico que se cuantifico por

' espectrofotometria a 575 nm, (Miller, 1959) y el cual determind el contenido de
aziicares reductores para cada tiempo del cultivo. Para la realizacién de Is curva
patron se enpleo glucosa.

8.5.6.7. Respirometria por Cromatografia de gases.

Durante el cultivo se cuantifico el consumo de O, y Is produccién de CO; en el aire, & la l
salida de la columna de fermentacion de cada tratamiento, mediante un sistema de muestreo
iutomitico y computarizado, el cual utiliza un cromatografo de gases (GOW-MAC) con
detector de conductividad térmica y columna CTRI (Alkech). Los datos fueron capturados
y procesados con el programa Méixima de Waters. Las muestras analizadas en el

cromatografo fueron previamente secadas haciendo pasar el aire himedo por columnas

- conteniendo silica gel con indicador de humedad.

5.5.6.8. Cinética de Esporulacién,

De las muestras secas para |a determinacion de humedad (inciso b) se pesd un gramo en un
Vaso de precipitado y se diluyd en agua destilada manteniéndose en agitacion magnética
durante 10 minutos, Diferentes diluciones fueron realizadas después de estimar visuslmente
la esporulacion durante el tiempo del cultivo de los distintos tratamientos. El conteo de

esporas se realizo en cimara de Neubauer.
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VI, RESULTADOS

De acuerdo con ¢l propésito de este trabajo fue necesario obtener diferentes combinaciones
para determinar el efecto de los constituyentes de la FS sobre la produccion de penicilina y
¢l crecimiento de Penicillium chrysogenum, copa P-2 clon 4. Para ello, se llevaron a cabo
tres estrategias, dentro de las tres series experimentales, cuyos resultados serdn vistos a
continuacién. Bisicamente cada estrategia consistié en mantener constante la relacién de
dos de los constituyentes y variar la cantidad del tercero. De estas combinaciones
resultantes sc obtienen diferentes caminos para alcanzar un cierto valor de humedad, de
concentracion de nutrientes o de contenido de soporte. En tales combinaciones existen las
diferentes condiciones de interaccién para cada uno de ellos lo cual, s¢ ha supuesto, da lugar

a diferentes resultados.

Primeramente se tratardn como parte de los resultados las restricciones que en Ia prictica
limitan 1as combinaciones de los constituyentes del medio de FS. Después, se mostrarin las
cinéticas resultantes de cada seric experimental y por ultimo éstos resultados serin

integrados.

6.1, Determinacién de las cantidades mizimas y minimas de cada uno de los
constituyentes (bagacillo/nutrientes/agua) de Is fermentacidn sélida en ins diferentes

combinaciones.

Las diferentes combinaciones de los tres constituyentes (bagacillo/nutrientes/agua) del medio
de fermentacion sélida incluidas en las tres series experimentales, estuvieron limitadas por
restricciones fisiologicas y fisicas caracteristicas del sistpmn de FS. Asi, en I primer serie en
donde se mantuvo constante la relacién bagacillo/agua=0.2 y se varié la cantidad de

nutrientes, se considerd el hecho de que a muy bajas concentraciones de los nutrientes los
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MiCroorganisnios no crecen o crecen muy poco, mientras qué a concentraciones muy altas,
Ia tonicidad no les permite crecer. De darse esta ultima condicion la disminucion de agua
afectaria el acceso a los nutrientes y le restaria espacio al soporte (ver tabla 2). Con base en
estas consideraciones, se escogieron arbitrariamente y en relacion al control (de 2.0 veces la
concentracion original usads en fermentacién liquida, osea 2X), una concentracion minima
de 0.5 y uns concentracion méxima de 3.2 veces Ia concentracion original. Al igual que en
las otras dos series, una vez realizados los cultivos el criterio para delimitar 0 mantener éstas
concentraciones como minima y como mixima estuvieron de acuerdo & la definicion de las
cinéticas, en especial la de produccién de penicilina y la de produccion de CO; (la cual
estima el crecimiento) ya que era importante que mostraran claramente los diferentes
efectos. Ademis se consideraron las inconveniencias tanto de disminuir ain més la
concentracion de 0.5, debido a que ¢l crecimiento y ls produccion de penicilina fueron de
por si bajos, asi como de sumentar aiin mis la concentracién 8e 3.2, debido a que podria
retardarse significativamente el crecimiento y por ende la produccion de penicilina (ver mas
adelante los resultados de ésta serie). Asi mismo, en la segunda serie, en donde se mantuvo
constante la relacion bagacillo/nutrientes=0.88 y se vario la cantidad de agua las limitaciones
s¢ basaron en lo siguiente: a muy bajs humedad los microorganismos no crecen, mientras
que a humedades muy altas, la porosidad y la difusién del oxigeno en el medio de
fermentacion disminuyen y puede favorecer Ia contaminacion (Raimbault, M. y Alazard, D.,

1980). Ademas, una limitacion fisica es que mucha agua no es retenids por el sopore. Por

lo tanto, fue importante delimitar la relacion bagacillo/agus, i.e. se probaron diferentes

relaciones de bagacillo/agua en donde visualmente se determiné si el sistema de FS escurria
0 no escurria, - La minima relacion bagacillo/agua bajo la cual ¢l bagacillo soponé mayor
canudad de agua y no escurria fue de 0.14. Tomando en cuenta los cilculos para ésta seric
(ver material y métodos) y la relacién constante de bagacillo/nutrientes=0.88, Ia humedad
mixima en este caso, fue de 73%. En tanto que la cantidad minima de agua utilizada fue

determinada al probar arbitrarismente una humedad de 58 % y se decidio no disminuir mas
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ésta humedad debido a que el crecimiento y la produccidn se verian atn mas retardadas ante
Ia baja disponibilidad de agua y bajo acceso a los nutrientes en las condiciones iniciales (ver
resultados de la seric 2). Por ultimo, en la tercer seric donde se mantuvo constante la
relacion nutriente/agua=0.23 y se vario la cantidad de bagacillo, se consideraron las
limitaciones de acuerdo a que ¢l agua no era retenida cuando disminuis Ia cantidad de
soporte y si era mucho soporte, tanto los nutrientes como el agua disminuian
proporcionalmenie y cresban condiciones inadecuadas (baja disponibilidad de agus y bajo
acceso a los nutrientes) para el crecimiento. De esta maners, la cantidad minima de soporte
se determind con base a la relacion bagacillo/agua igual a 0.14 y para determinar s cantidad
méxima de soporte se probé arbitrariamente un porcentaje de 24% de bagacillo y se decidio
no aumenter mas debido a las consideraciones anteriores. Siempre se consideré que Ias
cantidades de soporte respectivas en todas las combinaciones de ia Tebla 1 (ver material y
me’todos. seccion 5.5) estuvieran distribuidas homogeneamente en la columna, en un
volumen de 44.46 cm3, para una densidad de empaque de 0.27g de medio de fermentacion
solida/em3. - Aunque esta densidad de empique siempre fue {a misma para todas las
condiciones de cultivo, la porosidad si “debid ser distinta entre los tratamientos,
especialmente aquellos de las series 2 y 3 en donde s relacion bagacillo/agua fue dferente a

0.14. Este parimetro no fue estudiado en este trabajo.

De acuerdo con las limitaciones antes descritas para el sistema de FS, la produccion de

- penicilina se estudio en ¢l drea delimitada por 10-24% de soporte, 58-80% de agua y 4-26%

de nutrientes. Esta drea se encuentra localizads al interior del tridngulo de la Figura 17 (ver

seccion 0,5).
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6.2. Efecto de In concentracién del medio complejo de produccién, manteniendo

constante I relacién bagacillo/agua (serie 1),

En esta serie experimental se mantuvo constante la relacién de dos de los componentes
basicos del medio de fermentacion solida: bagacillo y agua. Al respecto, se consideraron los
valores correspondientes a las condiciones esténdar fijadas en estudios precedentes (Barrios,
et. al. 1988a), i.e., la concentracion del medio Somerson modificado [2 X] (antes X, en
fermentacion liquida) que constituyen los nutrientes, representan el 15.91% del medio de
fermentacion solida, 1a humedad el 70% y el bagacillo el 14.09%. En consecuencia, la
relacion bagacillo/agua se fijo en 0.201 (14.09g/70 ml), y lo gue se modifico fue la
concentracion del medio cdmplejo de produccion en un rango de 0.5X - 3.2x (Tabla 2), de
tal manera que al aumentar o disminuir Ja cantidad de nutrientes, las cantidades tanto de
bagacillo como de agua (ambos en forma proporcional), disminuyen o aumentan
respectivamente. En esta serie los tratamientos con concentraciones 0.5x y 1.0X son
cbnsiderados como los tratamientos diluidos mientras que los que tienen concentraciones de
2.0x (tratamicnto esténdar), 2.8X y‘ 3.2x se han considerado como los tratamientos
concentrados. Los tratamientos dilnidos fueron probados por lo nenos dos veces, niientras
que los tratamientas concentrados fue necesario probarlos en cuatro ocasiones. El uamero
de repeticiones para cada tratamiento se determing con base a la reproducibilidad de los
resultndos, y siempre fueron comparados en relacion a las condiciones estindar. Esto
mismo es aplicado para signientes dos series. Todos los resultados presentados a
continuacion corresponden a un solo experimento que incluyo los cinco tratamientos de la
serie pero se consideran algunos resultados parciales de otras repeticiones que corroboran o

se diferencian de éstos resultados.

Al inicio de cada fermentacion se determiné la actividad de agua (Tabla 2), y durante los

cultivos se determinaron pardmetros de: humedad, pH, biomasa, esporulacion, consuno de
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aziicares, produccidn de penicilina y respirometria, Las cinéticas do éstas fueron graficadas
y sou mostradas cu las Figuras 3,4y 3.

621, pH

De acuerdo a las prucbas descritas en la seccién 5.5.1, (vet material y métodoa), of pH inicial
para los cinco tratamientos se obtuvo alrededor de 6.5. Durante el cuktivo ea todos los
tratamientos éste pH marco la misma tendencia, ya que disminuyd ligeramento durante las
primeras 48 horas y aumentd después progresivamente hasta un valor atrededor de 7.010.2
(Figura 3a). El pH de las condicionca estindar bajé aparcntemente en los dos Gktimos
muestreos de éste experimento, sin embargo, ¢sto no ocurrié ea otras repeticiones.

6.2.2, Humedad
Hubieron pequeitss diferencias entre la humedad inicial tedrica en algunos tratamientos con
respecto a las obtenidas experimentalmente (ver Tablas | y 2). Sin embargo, estas

diferencias no afectaron mucho la relacién bagacillo/agua ya que se mantuvo cercana a 0,2

- (Tabla 2). Durante todas las cinéticas, la humedad tendié a- sumentar ,imn o s

difereutes niveles pero bajo un mismo perfil con respecto a las demds (Figura ). B

 incremento de la humedad durante Ia fermentacién es of resubtado de ls cantidsd de agus
-metabolicamente producida en Is bioconversion del subirato (Rodriguez, J., e al,, 1986). ‘
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Figura 3. Efecto de la Concentracion de Nutrientes: 3.2 (0), 2.8 (+),2.0(¢), 1.0(A) y 0.5 (x) en las

* cindticas de pH (a) y Humedad (b) durante ol crecimiento de Penicillium chrysogenum en FS. Los

“atros dos constituyentes de! medio solido (bagacillo y agua) se mantuvieron en una relacion constante
(serie 1),

6.2.3. . Consumo de aziicares reductores,

En cuanto al consumo de azicares reductores (Figura 4a), es importante considerar desde
este momento la estrecha relacién que. guarda con la biosintesis de penicilina y el
crecimiento. En general, en los tratamicatos diluidos con concentracion de 0.5x y 1.0X se

~ observo que Ia velocidad de consumo de aziicares fué mayor en las primeras 23 horas y en
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ocasiones extendiéndose hacia las 70h en comparacion con los tratamientos mas
concentrados; 2.0X, 2.8X y 3.2X cuya velocidad de consumo siempre se intensifico
claramente solo a partir de las 48 horas en los dos primeros y a las 70 horas en el mis
concentrado. Como era de esperarse, en los tratamientos que se consideran diluidos, los
aziicares fueron casi completamente agotados a partir de las 70 horas, mientras que a este
tiempo en los tratamientos concentrados esto no ocurrio sino hasta las 118-138h, en donde
apenas comenzaron agotarse. De acuerdo a lo reportado por Barrios, et. al., (1988s), las
cinéticas de consumo de azicares pueden mostrar ciertas etapas distintivas: a) incremento en
la concentracion de azicares reductores; probablemente causado por la hidrolisis de
sacarosa residual en el bagacillo; en este caso sdlo se observo en algunos de los tratamieatos
concentrados; b) consumo ripido de azicares, etapa relacionada con las primeras horas de
cultivo de lbs tratamientos diluidos; c) consumo lento de azicares que probubleniente
representa consumo de lactosa y s¢ correlaciona con la fase de lenta produccién de

penicilina; en los tratamientos diluidos ésta etapa se distingue claramente, aunque el

- consumo de azicares no fue siempre lento sino moderado d) consumo répido o moderado

de azicares, en donde pricticamente s¢ agotan y es correlacionado con una mayor velocidad
de produccién de penicilina; esta etapa puede ser vista en los tratamientos concentrados, en
donde el consumo rapido de azicares estuvo retrssado en comparacion a los diluidos (etapa
b)y -relacfénado ademis no solo con la ripida produccion de penicilina sino incluso con el
inicio de la produccion, en cuanto a los tratamientos diluidos, es interesante notar que la

mayor produccion de penicilina se obtuvo cuando ya no habia consumo de azicares.

6.2.4. Produccién de penicilina,

La produccion de penicilina (Figura 4b) se hace presente en un nivel muy bajo a las 23h y

. 48h de muestreo en los tratamientos dikiidos: 0.5X y 1.0X, siendo la velocidad de
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produccion muy lenta, por lo menos hasta las 70 y 88 horas respectivamente, en donde
aumento la velocidad y se alcanzo la produccién mixima a las 118 horas (Tabla 2).

En el tratamiento estindar (2X), la produccion de penicilina (Fig. 4b) al igual que los
tratamientos diluidos también se hizo presente desde las 23 horas en que s¢ muestreo por
primera vez después de haberse iniciado el cultivo, pero a diferencia de éstos, la velocidad

de produccion es ripids desde las 48h alcanzando su produccion mixima a las 88h (Tabla
2).

En cuanto a los tratsmientos mas concentrados, que son 2.8X y 3.2X, Ia produccion de
penicilina (Fig. 4b) inicia tardiamente, hacia las 70 y 88 horas respectivamente, pero su nivel
y velocidad de produccién fue mayor que en los tratamientos anteriores. La produccién de
peniciling méxima se obtuvo al igual que en los tratamientos diluidos & las 118h pero
evidentemente a un nivel superior (Tabla 2),

En la Tabla 2 se muestran las producciones méximas y los tiempos de produccién mixima de
los cinco diferentes tratamientos de cultivo para esta serie, asi como sus productividades
(produccion mixima/tiempo). Sin embargo, en cuanto a los tiempos de méxima produccion
es preciso considerar que cn otras repeticiones de los mismos tratamientos la tendencia en

los medios mas diluidos fue la reduccion en el tiempo para alcanzar la mixima produccion; y

~ por supuesto sus productividades siempre fueron las mas bajaa en comparacion a los

tratamientos concentrados.
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Figura 4. Efecto de la Concentracion de Nutrientes: 3.2 (0), 2.8 (+), 2.0 (¢), 1.0(A) y 0.5 (X) en ¢
Consumo de aziicares (a), Produccion de Penicilina (b) y Esporulacion (c) durante el crecimiento de
Penicillium chrysogenum en FS. Los otros dos constntuymm del medio solido (bagacillo y agua) se
mantuvieron en una relacion constante (serie 1).




6.2.5. Esporulacién. |

Al relacionar la diferenciacion celular con la produccion de penicilina se observa que la
esporulacion comienza cuando la produccion alcanza el miximo. De acuerdo con esto, la
‘éspomlacién vista en forma cuantitativa (Fig. 4¢), asi como cualitativamente también inicio
tempranamente en los tratamientos diluidos y durante la fase de produccion alcanzo su
mayor nimero de esporas aunque bastante disminuido en comparacion a los tratamientos
concentrados, en los cuales a pésar de que la esporulacion inicié tardismente (como la
produccion de penicilina) el nimero de esporas slcanzado es mucho mayor (ai especial en el
tratamiento esténdar y en el ’tmlmiento con concentracion de 2.8X.), eito Ultimo por

supuesto tiene mucho mas que ver con el crecimiento akcanzado.

6.2.6. Respiracion.

La produccion de CO, fue obtenida inicialmente en porcentsje y posteriormente calculada
como dCO,/dt por gramo de materia seca. Esta derivads ha sido graficada contra el tiempo
de cultivo (Fig. 5b) mostrando asi los cambios de velocidad en la produccion de CO,. En
general, ésta cinética nos habla de la actividad metabélics del cultivo. Las cinéticas de .
porcentaje de oxigeno (Fig. 5a) complementan y precisan la informacién dada en las

cinéticas de CO,.

En los tratamientos diluidos: 0.5X y 1.0X Ia produccién de CO, aumenta en el intervalo de
24-48h aproxilhadameme, observindose dos difereates picos correspondientes a cada uno
de dstos tratamientos. Estos primeros picos nos indican muy probablemente la actividad del
wetabolismo primario. Para la concentracion 0.5X este primer pico de produccién de CO,
via descendiendo progresivamente en el resto de la cinética, mientras que para la
concentracion 1.0x después del descenso del primer pico vuelve aumentar en dos ocasiones

mias, uno alrededor de las 70h y otro alrededor de las 90h, Ia correlacion aparente de estos

~ tiktimos picos se halla en el aumento de produccion de penicilina, lo cual no ocusre para
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0.5X, cuya produccion de penicilina se mantiene baja en relacion a las otras condiciones de

cuhivo.

Mientras tanto, en el tratamiento estandar (2X), ls actividad metabélica (Fig. 3b) inicia hasta
alrededor de las 40 horas a partir de laa cuales se obtienen picos alrededor de las 55, 75 y
100 horas, estos dos ultimos superando ligeramente (aunque en otras repeticiones superando
no tan ligeramente) el nivel del primer pico de cads tratamiento diluido. Es muy probable
~ que la actividad metabélica comespondiente a estos dos ikimos picos, este relacionads con

la produccién méxima en este cultivo.

En cuanto a los tratamientos mas concentrados: 2.8X y‘ 3.2x; Is actividad metabélica (Fig.
5b) se noté muy disminuida en las primeras horas (debido muy probsblemente a s alta
tonicidad del medio) aumentindo ripidamente y en mayor proporcion que en las otras, basta
las 60 y 70 horas respectivamente; sin embargo, para ¢! tratamiento mas concentrado volvio
a bajar hacia las 90 horas, resultando algo muy caracterigtico en este tratamiento ys que lo
mismo ocurrio en otras repeticiones del mismo. Este retardo ea la produccién de CO,
también perjudico el inicid en la produccién de peniciling. Cahe resaltar que Is cinética de
C02 del cultivo mis productor 3.2X presenta un primer pico pronunciado seguido de una

horizontal bujh pero muy estable (por 43 horas).

Il crecimiento (o biomasa) fue determinado tanto por gravimetria que es un método directo
de niedicion, como por respirometria que represents un tipo de medicion indirecto. Sin
embargo, cabe seiialar que el primer método constituye una determingcion muy dificil de
preéisar en sistemas de FS debido principalmente a que los microorguiismos se unen
intimamente a la matriz solida y no pueden sef cusntitativamente separados; mientras que las
mediciones de respiracion han representado uns alternativa que es éxtensamente utilizada
débido a su precision y a que es un método especialmente adecuado para el monitoreo y

control del proceso en este tipo de sistemas. Por lo anterior, solo consideraremos por
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escrito algunos datos parciales del método gravimétrico que tengan relacion con las cinéticas

de respiracion.

La prbducci(m de CO, vista en forma integrada como produccion total de CO,/gramo de
materia seca/columna nos indica la actividad catabélica y es, tedricamente, paralels a la
curva de crecimiento (siempre y cuando el coeficiente de mantenimiento "m" sea
constante)(Figura 56). Aunqﬁe este coeficiente no se conoce, estas curvas resultan por el
momento ¢l mejor indicativo de crecimiento, Estos valores de produccién de CO; total
fueron obtenidos a partir de la siguiente formula:

At « C;+ (Ciiy = C)) » At » 0.5

en donde,

2
I

=t -t
Ci = CCO:'"[

Cii1 = Ceppal tyy,

Esta formula ha sido denominada acumulativa y fue reportada por Saucedo-Catafteds, G. en
1991, De éstas grﬁﬁcas también se determinaron dos velocidades de crecimiento (en
realidad de la actividad metabolica) para cada tratamiento, siendo éstas Qgo,-! ¥ Qcoz-2
(velocidades volumétricas de produccion de CO,) las cuales estin rehciomdis con la

trofofase y la idiofase respectivamente (Tabla 2).

- En la Tabla 2 se muestra un valor de biomasa para todo el cultivo de cada tratamiento en
unidades de [litros de CO, total/columna). Este valor se obtuvo a partir de la formula

acumulativa en el dltimo tiempo de la cinética de CO; que se grafico en forma integrada
- (Fig. 5¢),

T L e e gt g
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Retonando nuevamente los resultados ya mencionados pars esta serie experimental, se
observa en general y tomando en cuenta las repeticiones reslizadas para estos mismos
tratamientos, que existe una clara relacion entre los tratamientos (concentrados) que
alcanzaron una mayor produccion de penicilina con un mayor crecimiento, caracterizado
como ya s¢ menciono arriba, por la produccién de CO; total; sucediendo lo contrario, psra
los tratamientos (diluidos) que tuvieron una menor produccion de penicilina y en donde el

crecimiento fue considerablemente menor (Tabla 2).

En cumnto a las velocidades volumétricaa de produccién de CO,, Qcos! vy Qcor-2.
tendieron & ser menores en los tratamientos dihuidos en comparacién con los concentrados

en donde los valores de estas Qsco, fueron mayores (Tabla 2).

Continuando con la descripcion de la fase de crecimiento, hemos de destacar que el tiempo
de germinacion (vista como el inicio de la actividad metabélica) mostrado en la Tabla 2,
inicié tempranamente en los tratamientoa diluidos, micntras que en loa tratamicatos

concentrados la germinacion fue retsrdada,
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durante o crecimiento de Penicillium chrysogenum en FS. Los otros dos constituyentes del medio
solido (bagacillo y agua) se mantuvieron en una relacion constante (serie 1)




SERIE 1

Produccion Max.

%b | %a| ba ] %n{x]| ay Tiempo de Mix| Productividad | Tiempo de Biomssa Qc0:-1|Qcor-2
-de Penicilina Produccion (ug/h) Germimacion|  [litros de CO,
(ug/h) (h) ) total/columna)
1249162,251020112546| 32 |0944 3,940 06 118 3347 66 4455 222 0.15
13,02165,25(02001 22231 2.8 10.957 3,542.41 118 3002 45 9399 1.54 1.54
*14,09[68,75]0.205[ 1591 | 2.0 {0.962 2,808.77 88 30.67 47 67.41 044 0.86
15,421 74,75] 02061 796 | 1.00|0979| 2,117.03 118 17.94 26 38.82 0.64 0.58
16,081 79,5010.202] 398 | 0.5 | 0.985 1,340.77 118 11.36 25 28.12 08 0.14

Tabla 2. Efecto de la concentracion de nutrientes (n) sobre la Produccion de Penicilina y e Crecimiento de Penicillium chrysogemum en
Fermentacion Solida cuando 1a relacion bagacillo/agua (b/a) es constante. Concentracién del medio Somerson modificado ([x]), actividad de

agua (ay), velocidades volumétricas de produccion de CO; (Q coy-1 Y Qcoz-2). Condiciones estindar («).

6t
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6.3. Efecto de la humedad, manteniendo constante la relacién bagacillo/nutrientes

(serie 2),

En esta serie se mantuvo constante la relacion de los dos constituyentes solidos de medio de
fermentacion; los nutrientes y ¢l bagacillo dc cafia. Esta relacion fue de 0.885, en base a los
valores de las condiciones estindar. E) porcentaje de humedad teérico fue cambiado en un
rango de 68 a 73 porciento (Tabla 1). De esta forma se obtuvo que al aumentar o disminuir
el porcentaje de humedad, las cantidades de los solidos (ambos en la misma proporcion), se

disminuyeron o aumentaron respectivamente.

Los tralamientbs con humedades de 57.25, 61.25 y 64.75 porciento (segin los. datos
experimentales obtenidos), fueron considerados lbl tratamientos mas secos (esto en
comparacion a la humedad de las condiciones estandar), mientras que los tratamientos con
70 (condicion cstandar) y 75.5 porciento dc humedad (ambos datos experimentales), fueron
considerﬁdos los tratamientos mas humedos. Cada tratamiento fue repetido dos veces, en

dos diferentes experimentos.

Al inicio de cada fermentacion se determiné ls actividad delljul (Tabla 3) y durante los
cultivos se determinaron part’uﬁetros de: pH, humedad, biomasa, esporulacion, consumo de
azicares, produccion de penicilina y respirometria. Las cinéticas de éstas fueron graficadas

y son mostradas en las Figuras 6, 7y 8.

6.3.1. pii

Aligual que en la seric anterior la cinética de pH pana todos los tratamientos disminuye
ligeramente cn las primeras 48 horas y en geners) aumenta progresivamente hasta valores
alrededor de 7.0 en la mayoria (Figura 6a). En particular, para el tratamiento de mayor
humedad (75.5 %) el pH se mantuvo ligeramente superio'r desde las primeras 72 horas en

comparacion a las demas cinéticas y fue ain mas caracteristico un mayor sumento a pantir de
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las 96h alcanzando a las 144h, un pH=7.4. Por el contrario, para ¢l tratamiento de menor
bumedad (57.25%), el pH se mantuvo siempre en un nivel ligeramente menor en relacién a

los demds tratamientos, pero con la misma tendencia aumentar,

6.3.2. Humedad
En todos los tratamientos, la humedad tendié a disminuir ligeramente en las primeras 48
hpm y después la tendencia 'cnmbii’), es decir file en aumento siempre en sus diferentes
niveles pero con un perfil similar (Figura 6b). Cabe mencionsr que al inicio de los cultivos,
los valores de humedad expetimentiles, fueron ligeramente diferentes a los valores tedricos
Para complementar y precisar esta informacién, se pueden observar las cinéticas de
porcentaje de oxigeno esperados, esto debido especislmente al fenémeno de evaporacion ya
-sea durante el pretratamiento del bagacillo (que incluye diferentes tiempos en la
esterilizacion) y en la esterilizacion del medio de produccion; ssi como en el tiempo de
exposicion del medio de cultivo sdlido durante su preparacion (mezclado) y llenado de las
columnas (Tabla | y3 ). Esta explicacifm en cuanto a la pérdida de humedad debe ser
extendida para las series 1 y 3. '
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)

b)

Figura 6. Efecto del contenido de agua inicial: 57.25% (o), 61.25% (+), 64.75% (A), 2% (¢) y
75.5% (X ) en las cinéticas de pH (a) y Humedad (b) durante o crecimiento de Penicillium
chrysogenum FS. Los otros dos constituyentes del medio solido (soporte y nutrientes)
‘mantuvieron en una relacion constante (serie 2). :

6.3.3. Consumo de Azvicares,

En los tratamicntos mas secos con 57.25%, 61.25% y 64.75% de humedad (i.e. con una
: nmydr concentracion de nutrientes por mililitro), el consumo de azicares (Figura 7a), se
notd mas lento en las primeras 48 horas; sumentindo después hacia las 72 horas, en donde
los azicares comenzaron agotarse. En los otros dos tratamientos: el de las condiciones

estindar y ¢l tratamiento mas himedo, de 75.5% de humedad (i.e. ¢l menos concentrado), el
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consumo fue mas ripido desde el inicio hasta las 72 horas, a pantir de las cuales los aziicares
fueron casi completamente agotados. Notese que las cinéticas de conumo de szicares
estin dadas en mg de azicares reductores por gramo de materia seca (en donde la relacion

bagacillo/nutrientes es constante). Al igual que en la serie | (ver seccién anterior), se

observan las etapas distintivas en el consumo de azicares en FS para los cinco tratamientos

de esta serie, aplicindose las mismas correlaciones en cuanto 8 1a produccion de peniciling se

refiere.

En general, el comportamiento de las cinéticas de azicares de los tratamicntos mas secos y
de los tratamientos con mayor bumedad de esta segunda seric son comparsbles con las
cinéticas de los tratamientos concentrados y de los tratamientos diluidos de Ia primer serie
respéctivamente. Asi .mismo, como se veré a continuacion, éstas comparaciones también

pueden ser hechas cn cuanto al tiempo de inicio en la produccion de penicilina y produccion

* de CO,. Estas comparaciones resultan contrasias para el nivel de produccion.

6.3.4. Produccitn de penicilina,

En los dos tratamientos mas secos: con 57.25% y 61.25% de ‘humednd, la produccion de
penicilina (Figura 7b), inicia tardiamente, s las 72 y 96 horas respectivamente, obteniéndose
por lo tanto, una menor productividad ya que las producciones obtenidas fueron las mas
bajas enesta-seric. Mientras tanto, en los otros tres tratamientos, con humedades de
04.75%, 72% y 75.5%, la produccion de penicilina sicanzads fue mayor y la produccion
inicié mas tempranamente, en ¢l intervalo de 24-48 horas, sumentindo asi Ia productividad.

En la Tabla 3 se muestran las producciones méximas y los tiempos de produccion mixima de

los cinco diferentes tratamientos de cultivo para esta scgunda serie, asi como sus

~ productividades (produccién mixima/tiempo).
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6.3.5. Esporulacién.

La esporulacion (de manera similar a ls produccion de penicilina), fue tardia en los
tratamientos mas secos, mientras que ea los dos tratamientos mas humedos, inicié mas
temprano (Figura 7c). Considerando las repeticiones de esta seric y las observaciones
cualitativas, podemos decir en general, que el nivel de esporulacion tendid aumentar hacis

los tratamientos més humedos al igual que lo fue la produccion de penicilina,

6.3.6. Respiracién,
La formacion de CO; inicié mas tarde en los dos tratamientos mas secos, hacia las 40h en el
tratamiento de 61.25% de humedad y a las 60 horas en el tratamiento de 57.25% de
humedad. A partir de estas hoﬁs ¢l comportamiento en la velocidad de formacion de CO,
fue caracteristico en estos tratamientos (Fig. 8b). En los otros tres tratamientos con mas
humedsd (incluyendo al de 64.75% de humedad), ésta velocidad aumenta desde las 20-40
" horas, con caracteristicos picos y/o mesetas hasta las 100 horas, & pantir de las cuales
empieza a descender (Fig. 8b). Estas cinéticas se correlacionan con ¢l consumo de oxigeno

(Fig. 8a) (ver seccion anterior).

En el cultivo mas productor de esta seric la cinética de CO, tuvo la siguiente forma: un
pequeiio primer pico seguido de una linea horizontal baja que dura 20 h, para subir y formar
“ una meseta por 30h mas, luego baja y forma otra horizontal con poca pendiente.

El inicio en la germinacion (estimado por el inicio en la produccién de CO,), fue mas
temprana en los tratainientos diluidos (.e. mayor disponibilidad de agua), y por ¢l contrario,

en los tratamientos mas secos la germinacion estuvo retardada (Tabla 3).

Para esta segunda serie se observé una relacion inversa entre la produccion de penicilina y el
crecimiento, contrario a lo observado en I serie anterior en donde esta relacién fue directa.

Este crecimiento es visto especialmente por ls produccién de CO, en forma integrada (ver

e e e el e i
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seccion de resultados anterior) en donde se obtuvo un valor de biomasa para todo el cultivo
y para cada tratamiento cn unidades de [1 de C0, total/columna} (Tabla 3). De esta manera,
1a produccion de biomasa para todo el cultivo tendid aumentar en los tratamientos mas secos

* (y que menos producen) y a disminuir en los mas diluidos (y que mas producen),

; i ' Continuando con la misma caracterizacion del crecimiento en estos cultivos, se obtuvieron
dos velocidades de crecimiento (Qcoy1 Y Qcoy-2), una para la trofofase y otra para la

idiofase respectivamente. Ambas Qscq, tendieron a disminuir en los tratamientos con mas

~ humedad mientras que en los tratamientos mas secos aumentaron.
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Figura 7. Efecto del contonido de agna inicial: 57.25% (o), 61.25% (+), 64.75% (A), 72% () y 75.5%

(%) en e Consumo de aziicares (a), Produccion de Penicilina (b) y Esporulacidn (c) en las cinéticas de pH

(a) y humedad (b) durante el crecimianto de Penicillium chrysogemum en FS. Los otros dos constituyentes

del medio sdlido (soporte y nutrientes), se mantuvieron en una refacion constante (serie 2).
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Figura 8. Efecto del contenido de agua inicial: 57.25% (=), 61.25% (~=), 64.75% (=), 72% (== )y
75.5% (== ) en ¢ Consumo de oxigeno (a), Velocidad de produccion de CO, (b) y Produccion de CO,
total PO columna durante el crocimiento de Pensicillium chrysogenum en FS. Los otros dos constituyentes
del medio sélido (soporte y nutrientes) se mantuvieron an una relacion constante (serie 2).




SERIE 2

%b | %a|ba|%n|[x]] a, [Produccién MaxTiempo de Mix|Productividad| Tiempo de Biomass  |Qco-1!Qcor2
de Penicilina | Produccion | (ug/h) |Germimacién| [litros de CO,
(ng/h) (h) ) total/columna)
19,68 | 5725]034 | 22242790944 1,574.20 144 10.93 . 46.11 15933 4.00 355
17,821 6125 0.28| 20,13 | 2,53 | 0.955 241824 144 16.79 4226 11298 1.27 16
16,57 | 6475|026 | 18.72 | 2,35 | 0.966 4253.75 120 3545 36.11 71.64 16 | 104
*14.09 | 72,00{0.20{ 1591 | 200[0.968|  -5,100.74 144 3542 37.26 7794 112 | 108
10,95 | 75 50 {0.143}12 308| 1,56 | 0.974 7,197.57 120 5998 3226 2337 05 | 013

Tabla 3. Efecto del contenido de agua (3) sobre la Produccién de Peniciling y of Crecimiento de Persicillixm chrysogenum en Fermentacion
Solida cuando la relacion bagacillo/nutrientes (b/n) es constante. Concentracion del medio Somerson modificado ([x]), actividad de agua (ay,),
velocidades volumétricas de produccion de CO» (Q coz-1 Y Qcor-2). Condiciones estindar (s).

8¢
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6.4, Efecto de Ia cantidad de bagacillo de caiia, manteniendo constante Ia relacién

nutrientes/agua (serie 3),

En esta ultima serie se mantuvo constante la concentracion del medio complejo de

~ produccion Somerson (relacion nutrientes/agua constante) y se probd el efecto de la

cantidad de soporte del medio de fermentacion solids. Esta concentrscion segin las
condiciones estandar fué de 0.227 gramos por mililitro, en relacion a [2 X] (dos veces la
concentracion original). La cantidad de soporte fué cambiado en un rango de 10.35 2 23.9

gramnos de bagacillo (Tabla 4).

Para esta serie, hubieron dos tratamientos de mayor cantidad de‘sopone, con 18.75% y
23.9% dc bagacillo y dos tratamientos de menor cantidad de soporte, con 14.09%
(condicion estandar) y 10.35% de bagacillo. Cada uno de estos tratamientos fué reslizado
en dos ocasiones, sin embargo al igual que en las series anteriores se presentarin los

resultados de un solo experimento.

Al inicio de cada fermentacion se determind la actividad de agus (Tabla 4) y durante los

‘cultivos se determinaron parametros de: humedad, pH, biomasa, esporulacion, consumo de

aziicares, produccion de penicilina y respirometria. Las cinéticas de éstas fueron graficadas

y son mostradas en las Figuras 9 10 y 11.

6.4.1. pil

“Las cindticas de pH se comportaron en forma muy similar para los cuatro tratamientos

(Figura 9a). El pH inicial se obtuvo alrededor de 6.4 y éste disminuyo ligeramente hacia las

24 horas.  En las siguientes 25h aumento hacis valores de pH entre 7.2.7.4 y volvio a
disminuir hacia las 72h, partir de las cusles aumento progresivamente hasta finalizar en

valores de pH entre 7.6- 7.8. 'En comparacion a las fermentaciones de las series 1 y 2 éstas
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cinéticas fueron muy diferentcs en cuanto al comportamiento y los valores de pH

alcanzados.

6.4.2, Humedad,
En cambio, la humedad siguid comportandose simihnnente a los resultados obtenidos en las~

-series 1 y 2. De tal forma que durante las cinéticas, la humedad tendio a aumentar bajo un

mismo perfil en todos los trataniientos, pero siempre en sus diferentes niveles (Figura 9b).
En este caso, la humedad de las condiciones iniciales fué diferente para cada tratamiento,
debido a la cantidad de bagacillo involucrada, ya que al aumentar ésta se disminuy6 la
cantidad de nutrientes y agua en la misma proporcion (manteniendo constante la
concentracion de 0.227 g/ml) (ver columna w/a en Tabla 4). Al igual que en las otras series,
las humedades iniciales experimentales fueron ligeramente diférentes a las esperadas

tedricamente (Tabla { y 4) (ver explicacion en los resultados de la serie 2).

6.43. Consumao de azicares

"El consumo de aziicares (Figura 10a) fué mayor en las primeras 24 horas en los trstamientos
con uayor coutenido de soporte, 18.75% y 23.9% de bagacillo (ie. con menos

“concentracion de nutrientes por gramo de bagacillo) y posteriormente descendio casi a la

mismia velacidad que en los otros dos tratamientos con menos contenido de soporte 14.09%
(estandar) y 10.35% de bagacillo (i.e. con mayor concentracion de nutricmqs por gramo de
l‘valgaicill(;). en donde la velocidad de consumo de azitcares fué menor solo en las primeras 45
horas. Hacia las 94 horas en todos los tratamientos los azicares fueron casi completamente
agotados. Las fases distintivas en ¢l consumo de aziicares ya mencionadas en la serie | son
nsiuﬁsfno aplicadas para csta serie, lo mismo que las correlaciones liechas en cuanto a la
producci(’m de penicilina, Experimentalmente, los valores ‘iniciales de concentracion de

azhcares por mililitro fueron muy similares en todos los tratamientos (datos no presentados).
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Figura 9. Efecto del contenido de soporte: 23.91 (o), 18.75 (+), 14.09 (¢) y 10.35 (A) en las
cinéticas de pH(a) y Humedad (b) durante el crecimiento de Penicillium chrysogenum en FS. La
concentracion nutrientes/agua (los otros dos constituyentes del medio solido) se mantuvo constante

6.4.4, Produccion de penicilina,

La produccion de penicilina (Figura 10b) fué mayor en los tratamientos con menor cantidad
de bagacillo en comparacion a los tratamientos con mayor cantidad de bagacilio (Tabla 4).
Entodos los tratmientos la produccion inicio en el intervalo de 24-48 horas, aunque no ¢s -
realmente apreciable como lo es a las 71 horas. A estas horas los diferentes niveles de

produccion comenzaron a observarse claramente,
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En la Tabla 4 se muestran las producciones miximas y los tiempos de produccion méxima de

los cinco diferentes tratamientos de cultivo para esta tercer serie, asi como sus

productividades (produccion maxima/tiempo).

6.4.8. Esporulacién.

* Como era de esperarse, el inicio de la produccion de esporas (Figura 11¢) estuvo vinculads

. con elinicio en 1a produccion de penicilina. Sin embargo, el nimero de esporas y el pérfil de
la cinética para este experimento fué muy semejante entre los tratamientos de Ia serie, lo cual
tiene mucho mas que ver con el crecimiento. Por lo tanto, estas condiciones iguales (en
cuanto a concentracion de nutrientes) no afectan la esporulacion, pero si fuertemente la

produccion.
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Figura 10. - Efecto del contenido de soporte: 23.91 (o), 18.75 (+), 14.09 (¢) y 10.35 (A) en ¢l
Consumo de aziicares (a), Produccion de Penicilina (b) y Esporulacion (c) durante el crecimiento de
Penicillium chrysogenum en FS. La concentracion nutrientes/agua (los otros dos constituyentes del
medio solido) se mantuvo constante (serie 3).




6.4.6. Respiracion. o

Al igual que la produccion de benicilinl, Ia formacién de CO; inicié alrededor de las 24
horas para todos los tratamientos. Durante las cinéticas, el pérfil fué similar en el tratamiento
estindar y en los tratamientos con mayor cantidad de bagacillo (Figura 11b). El nivel de
'COZ fué también semejante, particularmente para las condiciones estindar y para el
~ tratamiento con 18.75% de bagacillo, mientras que para el tratamiento con 23.9% de
bagacillo el nivel fué ligeramente superior. Finalmeate, en el tratamiento con 10.35% de
. bagacillo la produccion de CO; inicié también alredodor de las 24 horas, pero el nivel de
| CO, disminuyé y el comportamiento de la cinética fué mwy diferente, Observese también las
cinéticas de O, (Figura 11a).

El inicio en la germinacion fie igual en los tres tratamientos de menor bagacillo, mientras
- que ent el tratamiento con mayor bagacillo, la germinacién fue ligeramente mas temprana
(Tabla 4). ‘

En cuanto a los valores dados para estimar la biomasa (Tabla 4) se observé que en el
tratamiento con mayor cantidad de bagacillo la produccion .de biomasa fué mnyoi en
comparacion con los tratamientos de menor cantidad de bagacillo y ¢ tratamiento estindar.

En éstos Gltimos, la biomasa alcauzada fué muy semejante entre ellos.
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' Figura 1], Efecto del contenido de soporte: 23.91(wm),18.75 (=), 14.09 () y 10.35 (one) en el

* Consumo de oxigeno (a), Velocidad de Formacion de CO; (b) y Produccion de COyygqq por columna
(c) durante el crecimiento de Penicillium chrysogenum en FS. La concentracion nutrientes/agua (los
otros dos constituyentes del medio solido) se mantuvo constante (serie 3).
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Por ultimo, consideraremos las velocidades de crecimiento (Qcg,-l y Qco,-2).  Estas
velocidades fueron obtenidas de la grifica 9c. Una apreciacion cualitativa de esta grifica
nos muestra la gran semejanza en el pésfil de las cinéticas y de las Qsco;. Asimismo, los
valores mostrados en 1a Tabla 4 muestran que efectivamente no existen 'grindes diferencias
entre éstas velocidades, aunque si hay una ligera tendencis en ambas a sumentar en los

tratsmientos con mayor cantidad de bagacillo.
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SERIE 3

%b { %a|ba| %n|[x]] 3w |Produccion Max |Tiempo de Mix|Productividad| Tiempo de Biomasa Qco:-1{Qcor-2
de Penicilina | Produccion (ug/h) | Germinacion| [litrosde CO,
(ug/h) (h) h) total/columnal
23,91 61,33 114,10{ 1,77 {0.229] 0.961 630.40 117 5.39 2248 8992 158 1 1.03
18.75 66,33 115,05] 1,89 {0.227} 0.969 788.45 172 10.95 2248 63.66 1.50 1.03
*14,00 | 69,66 |15.91] 2,00 {0228 0.970 1,715.67 o4 1825 2248 62.18 134 | 093
10,35 | 73,00|16,.60] 2,00 [0.227]0970| 292985 143 2049 2145 66.08 077 | 079

Tabla 4. Efecto de la cantidad de bagacillo (b) sobre la Produccion de Penicilina y el Crecimiento de Pewmicillium chrysogenum en Fermentacion
Solida cuando Ia relacion nutrientes/agua (n/2) es constante. Concentracién del medio Somerson modificado ([x]), actividad de agua (a,) ¥
velocidades volumeétricas de produccién de CO; (Q co,-1 Y Qcor-2). Condiciones estandar (s).

L9



68

Efecto de los constituyentes (bagacillo/nutrientes/agua) de Is fermentacién sélida sobre
Ia produccién de penicilina y el crecimiento de Penicillium chrysogenum.

Para determinar el efecto de los constituyentes del medio de fermentacién sdlida en s
produccion de penicilina y en el crecimiento, fue necesario que los resultados de las tres
series antes expuestas, fueran vihos de uni forma global. Para ello, se graficé Ia relacion
entre nutrientes-soporte (N/S) y agua-soporte (A/S) (i. e. incluyendo los tres constituyentes
del medio sélido) contra la variable de respuests, la produccion de penicilina (Figura 12).
Para cada experimento, fue normalizada Is produccién de penicilina en funcién del control.

Dada la superficie de respuesta, se observé que la produccion de penicilina disminuyo hacia
la zoha de baja relacion N/S (<1g/g) y baja A/S (<4.5g/g). Es decir, en condiciones de alto
contenido de bagacillo. Contrario a esto, la produccion de penicilina sumentd hacia Ia zona
de alta relacién N/S (>1g/g) y alta A/S (>4.5g/g) y por consiguiente, bajo contenido de
bagacillo. Si consideramos los tratamientos de mixima produccion de penicilina de cada
seric, el bajo contenido de bagacillo fue del orden de 10.3, 1] y 12.5%.

Junto con el bajo contenido de bagacillo, las condiciones que favorecieron la produccion de
 penicilina fueron: Ia alta o baja humedad 62.2% y 73-75.5% vy la utilizacion de medios mas
concentrados (1.6 a 2.8 veces la concentracion usada en fermentacion liquids). Estas
condiciones son vistas en las dos zonas de miximos de Ia misma grifica (Figura 12). Sin
embargo, atn considerando esta generalidad, es interesante ver que en las diferentes series
de cxpcﬁmentos tanto la humedad como los nutrientes tuvieron efectos opuestos en la

_produccion de penicilina. Estos efectos son mostrados en las Figuras 13 y 14,

En relacion al estandar, las condiciones de mayor y menor produccion fueron localizadas en
cl tridngulo de la Figura IS. En donde cada lado (o0 eje) del tridngulo represents un

constituyente del medio de FS (soporte, nutrientes y agua). La forma que en que éstos

TR STV U R R




69

parimetros se graficaron fue extendiendo a partir de su eje una perpendicular. De esta
manera, los diferentes valores porcentuales de cada constituyente son intersectados con los

otros dos al interior del tridngulo. Nuevamente, la ubicacion de éstas condiciones nos

. indican hacia donde las combinaciones entre los constituyentes conficren las condiciones que

mejoran o empeoran la produccion de penicilina.

Penicilina

Nutrientes / Soporte

Figura 12 Produccion (maxima de penicilina) en cultivos con diferentes relaciones agua/soporte y
nutrientes/soporte (combinaciones soporte, nutrientes y agua).

En contraste, ¢l crecimiento (estimado por la produccion de COj (o) disminuyo al

_aumentar la humedad y disminuir los nutrientes, pero no respondio a diferentes contenidos

de soporte (Figura 15). En esta grifica sin embargo, los valores de baja relacion (N/S<1)

pueden estar afectando el crecimiento no tanto por el alto contenido de soporte sino mas

bien, por los pocos nutrientes (serie 1). Por lo tanto, Ia respuesta del crecimiento al

contenido de soporte, puede tener una correlacion mas bien, positiva.
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Fig 13. Picos de Produccion Maxima de Penicilina en FS, cuando el incremento en el contenido de
nutrientes fue compensando por:

a) disminucion en los otros dos constituyentes (soporte y agua)
b) aumento en el contenido de soporte y disminucion en ¢l contenido de nutrientes
¢) disminucion en el contenido de soporte y aumento en el contenido de agua
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“Fig 14. Picos de Produccion Maxima de Penicilina en FS, cuando e! incremento en la humedad inicial

fue compensando por:

a): aumento en !a contenido de soporte y disminucion en el contenido de nutrientes
b) disminucion en los otros dos constituyentes (soporte y nutrientes)
¢} disminucion en el contenido de soporte y aumento en el contenido de nutrientes
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Figura 15. Combinaciones de los constituyentes del medio solido (soporte, nutrientes y agua). La
zona punteada representa las condiciones en las que se estudié la produccion de penicilina. En
relacion a las condiciones estandar (), se localizan a la derecha, las condiciones de mayor produccion
de peniclina (+) y a la izquierda, las condiciones de menor produccion de penicilina (x).

En contraste, el crecimiento (cstimado por la produccion de COj o) disminuyd al

aumentar In humedad y disminuir los nutrientes, pero no respondié a diferentes contenidos

e squrtc (Figura 15). En esta grifica sin embargo, los valores de baja relacion (N/S<1)

pueden. estar afectando el crecimiento no tanto por el alto contenido de soporte sino mas

_ bien, por los pocos nutrientes (serie 1). Por lo tanto, la respuesta del crecimiento al

contenido de soporte, puede tener una correlacion mas bien, positiva.

No se determind un valor de Qscoa-2 tipico para alta produccion de penicilina, No

obstante, los valores de Qscp,-2 para alta produccion siempre fueron mucho mas bajos que
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: @.; los del control o los de mala produccion de su serie (entre 15 y 96 %) (Tabla 5). Los
valores de Qsco,-2 en la serie 3 fueron 15% menores que los del control y 23% menores
que los de mala produccion. En la serie 2, 88% menor que que las condiciones control y

96% menor que las condiciones de mala produccién. En la serie |, 82% menor que ¢n las

“ i condiciones contfol, pero parecido a las condiciones de mala produccion.
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' Figura 16. Produccion total de (0, de cultivos con diferentes relaciones agua/soporte y nutrientes/ !
soporte (combinaciones soporte, nutrientes y agua). ,

, Serie QCO,-Z de Alta | Qco;-2 de [Qe,-2 de Baja| Relacion en % | Relacion en %
" | Produccion de | condiciones| Producciénde |  de Qco,-2 de Qcop-2
i T | 1 Penicilina Control Penicilina | Alta vs. Control | Alta vs. Baja
1l o 0.6 0.4 82.56 7.4

i ) 0.13 1.08 3.55 87.96 96.35

' 3 0.79 0.93 1.03 15.05 2330

i L Tabla 5. Tasas de respiracion durante la idiofase (Qggy-2) en condiciones control y en condiciones
| )' : -~ de alta'y baja produccion de penicilina de cada serie experimental. Las relaciones de tasas de
: , respiracion contra las de alta produccion estan dadas en porcentaje. El porciento significa las
diferencias entre los valores de las tasas que se comparan (ver texto).
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Vil. DISCUSION

El desarrollo de esta investigacion ha sido encaminada a establecer el efecto de los tres
’constituyemes basicos del medio slido (bagacillo/nutrientes/agus), sobre ¢l desarrollo del
microorganismo, particularmente en la idiofase. Se consideré importante no solo ver el
efecto independiente de cada uno de los constituyentes, sino el efecto de éstos cuando
interaccionan de forma distintsa. De esta maners, se planted Ia bipétesis de que la
produccion de peniciling y en general ¢l desarrollo del microorganismo depende de las

combinaciones de los tres constituyentes principales del medio sélido.

Para lograr éstas distintas combinaciones se llevaron a cabo tres estrategias que fueron
incluidas en las tres series experimentales descritas en el capitulo de resultados. Dentro de
éstas estrategias podemos damos cuents de que existen varias manerss pars lleger a un
cierto valor de cualesquiera de los constituyentes del medio de FS. Por ejemplo, se pudo

incrementar la concentracion de nutrientes por tres caminos diferentes:

1) a costa de disminuir los otros factores (soporte y agua);
2) a costa de disminuir Ia humedad e incrementar el contenido de soporte y
3) a costa de disminuir el contenido de soporte ¢ incrementar la humedad solo lo

~ suficiente para mantener una concentracion constante en el medio liquido

Estos tres caminos se hallan representados en las series experimentales 1, 2 y 3
~ respectivamente. Desde esta perspectiva, se puede ver clarsmente que las condiciones
alrededor de un solo constituyente son diferentes segun cambian las proporciones de los
otros dos. Ahora bicn, si de esta misma forms analizamos a cada uno de los constituyentes
del medio de FS dentro de las diferentes condiciones de cultivo de las series experimentales,

es posible que podamos determinar la importancia que tiene cads uno en el proceso de

fermentacion,
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7.1, Efecto de Ia Proporcién de los Constituyentes en la Produccién de Penicilina.

Los resultados demuestran que el efecto de los parémetros clisicos como son la humedad y
Ia concentracion del medio (actividad de agus) sobre a produccién de peniciling no es
absoluto, sino relativo. Es decif, depende en realidad de la proporcion de los constituyentes
principales del medio de FS. Por lo tanto, los resultados de Barrios, ef al., (1988a), en
donde se determiné el efecto independiente de la humedad y de la concentracion de los
nutrientes (actividad de agua) sobre la produccion de penicilina, sunque son confirmados en
este trabajo (a pesar de la cepa y ¢l medio nutritivo), deben ser considéudos como casos de

un fenomeno mis general.

Los resultadbs indicaron  que ain las tendencias en la produccion de peniciling, al
incrementar la humedad o los nutrientes pueden ser opuestas dependiendo de como se
compense dicho incremento con los otroa dos constituyentes del medio de FS. Por ejemplo,
en un primer caso, al incrementar la humedad, la produccién disminuye siempre y cuando se

aumente también la cantidad de bagacillo y sc disminuyan los nutrientes; pero por el

" contrario, en un segundo y tercer caso, el incremento de la humedad favorece la produccion,

- siempre que los otros dos constituyentes disminuyan 6 si el bagscillo disminuye y los

nutrientes aumentan (ver Figuras 13 y 14). Esto nos indica nuevamente que ver el efecto de

estos parémetrds en forma aislada nos da una visién muy estrecha o limitada puesto que los

efectos pueden ser inuy diferentes cuando las relaciones entre los tres constituyentes del

~medio cambian,

En contraste, el efecto del contenido de soporte en la idiofase si fue sbsoluto, ya que al
disminuir el contenido de soporte siemprc subi6 Ia produccion de penicilina

independientemente de como se combinaran los otros dos (agua y nutrientes).
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En la Figura 12 se confirmé que Ia produccion mas alta se encuentra en la zona de bajo
soporte (10.3 a 12.5%), en donde existen dos méximos ubicados en alta humedad (73-75%)
y mediana concentracion de nutrientes (12.3-16.3%) y otra en baja humedad (62.2%) y alta
concentracion de nutrientes (25.5%). En la Figura 15, éstis condiciones de maxima

produccién de penicilina son localizadas entre todas las condiciones probadas,

Por otro lado, los resultados indican que el inicio de I produccion se retrasa al incrementar
Ia concentracién de nutrientes (disminuyendo s,) y no s sfectado por la humedad.
Mientras que Ia velocidad de produccion y el tiempo de produccién suben aparentemente,

cuando la humedad inicial incrementa (manteniendo constante o disminuyendo a, ).

7.2, Efecto de la-Proporcion de los Constituyentes en la Respiracion.

7.2.1. Medicion de Ia Respiracion.

En gengrhl la produccion de CO, puede ser vista como un indicador de la lctividui
lmethbélicﬂdel cultivo, pero también hay que tomar en cuenta la muencﬁ de reacciones
fmplitmdns en cl intercambio COy y O,. Considerando el caso del CO,, éste reacciona con
el agua para formar H,CO4 (dcido carbonico), un écido débil que se disocia formando iones
bicarbonato (HCOy) y carbonato (CO3°2). La proporcion del CO; y cada uno de éstos

iones en disolucion, depende det pH, 1a temperatura y la fuerza iénica de 1a solucion (Eckert,

~ R, 1990). - Por lo tauto, considerando que en un sistema de FS los cambios en estos

pardmetros pueden ser apreciables, es dificil asegurar que en todo momento la produccion

~ de CO;, refleje con exactitud la actividad metabolica y por ende la tasa de crecimiento

durante la fermentacion. Pero por otro lado, éstas cinéticas de produccion de CO, al ser
comparadas con las cinéticas de consumo de Oxigeno (dadas en % vs tiempo), muestran que

los cambios de concentracion de CO, se deben a actividad respiratoria de los cultivos. De
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esta nunera, por facilidad se trabajo con las cinéticas de CO, ocupandose las de O,

Ginicamente para corroborar la forma y los cambios en secciones dudosas.

La derivada (m! CO,/g min vs. tiempo) muestri los cambios en la velocidad de produccion

de CO, durante el cultivo, mientras que la forma integral o acumulativa (ml CO; (1a/8)

muestra una curva con la que se puede estimar el comj)ommiemo del crecimiento.

A phnir de la variedad de condiciones probadas se establecit para este sistema de cultivo,

Ias formas tipicas en las cinéticas de respiracién. De esta manera, la cinética de velocidad de

formacion (derivada) de CO,, ¢s una subida que forma un primer pico. Justo al caer este

“pico comienza la produccion de penicilina (se observo en todos los casos). Luego, se forma

un segundo pico que es mas bajo y ancho después del cual continis descendiendo hasta
llepr casi a cero al final del cultivo. La produccion de penicilina continis en este segundo
pico y parte de la Knea descendente (segin las condicionea). Asimismo, en una forma
integrada tipiéa, se observo un corto periodo de pendiente relativamente alta, seguida por
una segunda pendiente mas lenta (es en este cambio en el que comienza Is produccion de
penicilina). Esta pendiente permanece estable por un cierto periodo y después comienza a

bajar suavemente,

¥
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7.2.2. Relacién enire ol Contenide de Soporte, Produccién v Tasa de Respiracin

En la estrategia seguida en la serie 3 para lograr nuevas combinaciones, se varid el contenido

de bagacillo y se mantuvo constante la relacion nutrientes/agus.  El becho de haber

mantenido ésta relacion constsste dio como resultado que los tiempos de germinacion y de

inicio de produccion fuesan muy parecidos, lo mismo que el crecimiento (COy o) ¥ a8
cinéticas de pH. Esto produjo resultados muy limpios y comparables, ea los que fue posible
ver efectos que quizds se enmascaran bajo condiciones experimentales mas complicadas. En
particular, ésta serie nos facilita ver el efocto del contenido de soporte tanto en la actividsd

respiratoria como en la producciéa de penicilina.

Como se menciono antes, ol disminuir ¢l contenido de soporte del medio sélido se
incrementa la produccion de penicilina. Considerando este efecto, se encoatré por lo menos
en esta tercer serie, que al jacrementar la humedad bajando el comtemido de soporte,
disminuye proporcionalmente, la akura del primer pico en Ia cinética de respiracion.
También de manera proporcionsl, disminuye la alturs del segundo pico y, al parecer,
disminuye la pendiente con la que baja la formacién de CO,, tomando la cinética una forma
de meseta. Esta tendencia en la forma de la cinétics caracterizaria eatonces a los cultivos
mas productores. Sin embargo, en las series 1 y 2 estos cuhivos productores (con bajo
contenido de bagacillo), ademas de que no presentan esta forma en las cinéticas, tampoco
tienen tendencias tan claras. Pero a comiin con la serie 3, preseatan unas largss liness

hm nzonmles (acuvulad resplmom estable).

Abora bien, al caloular las tssas de respiracion Qgoy,-1 (trofofase) y %-2 (idiofase) se
encontr6 que el disminuir ¢l contenido de soporte ocasiona una disminucion de las tasas de
’respbiracién. Esto sugiere que el efecto benéfico sobre 1a produccion se debe a que bajas
tasas de respiracion (probablemente de crecimiento) son mas convenientes para la alta

produccion de penicilina,

e . gt ey o i i e e L e e
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7.2.3. Relasién de Ia Tasa de Respirgcién con ¢f Consumo de Azicares Reductores

"En realidad, la forma de las cinéticas de consumo de azicares reductores (ARs) varia poco

con diferentes condiciones, por 1o que se podria hablar de una forma tipiéa. El control d¢ la
serie 3 (Figura 17) seria um éspecie de forma tipica, en donde hay una parte estable (fase 1)
(a veces sube abruptamente o va descendiendo un poco) seguida de una primer pendiente
fuerte (fase dos), continiia con unas segunda pendiente mis suave (fase 3) para llegar 8 una

fase nivelada (fase 4) donde ya no baja mds la concentracion de ARs

Figura 17. Relacién de la Tasa de Respiracién con el Consumo de Azucares Reductores.

~ Si se compara la cinética de consuino de aziicares con la respiracion (derivada), en Is serie 3,

se observa que el primer pico de CO, coincide con la primera parte de la cinética de

azicares (en la que se mantiene estable o baja ligeramente). Es probable que corresponds al

consumo de glucosa ya que es la trofofase. Asi, el segundo pico de CO§ (bajo y ancho)

coincide con el déscenso ripido de azicares (fase 2); quizis consumo de lactosa ya que es la

idiofase. La ultima parte de respiracion se correlaciona con la tercers seccion de aziicares

‘(que baja ligeramente), la cual también forma parte de la idiofase. Estas mismas fases en la

L Rt Wae? | w ons el s S
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cinética de aziicares ya han sido descritas por Barrios-Gonzilez, ef al. (1988a), en donde
solo fue posible correlacionarlas con las fases de crecimiento (trofofase ¢ idiofase) vistas a |
través de las cinéticas de produccion de penicilina. En este estudio, el perfil de la cinética de
ARs es reproducible (incluso pars nuevas coudiciones de cultivo) y muestra una clara

correlacion con cinéticas de respiracién y produccién de penicilina.

Ahora bien, en condiciones de bajo contenido de bagacillo (en donde se sumenta la

" produccion de penicilina), uns menor tasa de respiracion, deberia estar asociads a un

diferente patron de consumo de azcares. En Ia tercer serie se ve muy claro que al
incrementar I humedad (y disminuir ¢l soporte), disminuye, proporcionalmeate, la velocidad
de consumo de ARs. Egs decir, que los azicares se consumen a menor velocidad, por lo que
duran mas y llegan a la ultima fase con una tasa de consumo todavia akta, lo que,
presumiblemente permite un Qcq,-2 menor pero mis constante. Por lo tanto, se puede
in!exprc!ir que las condiciones de bajo soporte, no permiten un ako consumo y quizés ello
permita la dosificacion de los azmicares, i. e. ocasionando que estos durea mis. En lo que
seria la dinamica del proceso, Ia transportacién de nutrientes (por capilaridad) a través de
una menor cantidad de fibras a lo largo del cultivo seris méa lenta generando como ya se
menciono, mejores condiciones metabolicas pars s produccion del antibidtico. Esto mismo _
es sugerido en trabajos de FS donde la idiofase es favorecids por un tamaiio de particula
mayor‘, eir tal caso la diftision de los nutrientes (dentro de la particuls) dosificaris también el

’ aporte de uutrientes e la fase de produccion (Barrios-Gonzilez, er. al. 1993). Dicho efecto

1o se observo en la serie 2, aunque si en la serie |.

En la serie 2 se observaron tiempos de inicio diferentes y formas de derivadas (respiracion)
tantbién muy diferentes y enormes diferencias en crecimiento (COj (o) por lo que una
interpretacion muy directa es mas dificil. Ea este caso las velocidades de consumo parecen

ser tas altas en condiciones de bajo bagacillo y alta humedad. Llama la atencion que las

g T AV



condiciones de més alta produccion (75.5 % de humedad), hay una enorme coincidencia
entre el consumo de azmicares y derivada en lo que parece una curva diduxica sobre la
transicion en la utilizacion de glucosa y lactosa. Esta curva diduxica tiene un periodo

intermedio en donde posiblemente se da la induccion lactasa.

En Is seric | es el mismo problema de diferentes inicios, tamaiios y formas, sin embargo, las
mis productoras presentaron uns menor Qco,-1 (quizis sdlo por concentradss). Hay que
‘recordar que en este caso el cultivo més productor dio una cinética derivada totslmente
tipica (con un pico mas agudo y produccion en una horizontal baja). También que hay dos
cultivos con derivada mas o menos diduxica y que son las que menos producen (hiumedas y

muy diluidas).

Por el contrario, cuando hay un alto contenido de soporte la velocidad de consumo de ARs
yla tasa ‘de respiracion aumentan. Esto parece indicar que el incremento de soporte mejors
Ia transferencia de masas (i.e. el crecimiento), lo cual es inconveniente para la produccion.
De las combinaciones probadas, un mayor crecimiento (CO; (o) fue observado en las
condiciones de mayor contenido de soporte (excepto en la serie |, en donde los nutrientes
fucron pocos). Al aumentar la cantidad de soporte aumenta el dres superficial en relacion al
volumen, proporcionando un mayor soporte al hongo que mejora el desarrollo del micelio.
En un sistema de FS con soporte impregnado, un mayor contacto micelio-particula es
particularmente importante porque los nutrientes se encuentran intraparticulamente
difundiendo del centro a la superficie, en donde finalmente se hacen disponibles al
microorganismo. Esto también se explica en trabajos de FS donde un tamafio de particula

~-menor da fugar a un mayor crecimiento (Mudget, 1986).
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7.24. Relacion entre In Actividad de Agua v Ja Respiracion

De acuerdo con Oriol er al. (1988a), los resultados de las tres series de experimentos
muestran que la baja a,, (tonicidad) aunque incrementa dristi‘cameme'el tiempo  de
germinacion (inicio en la produccion de CO,), también genera un aumento en el crecimiento
al ﬁnal del cultivo (CO; 1), esto debido a que los medios estin mas concentrados. Si

embargo, a diferencia de estos auiores, la actividad de agua tuvo un efecto inversamente

, proporciqnal a la velocidad de crecimiento (tedricamente correlacionada con Qcoy)- Porlo

tanto, valores de a,, pueden no ser tan determinantes en la tasa de crecimiento, como

posiblemente si lo sean, el tipo y concentracion de solutos en el medio (Brown, A., 1978).

7.2.8. Relacién s E i

Especificamente la esporulacion fue determinada por el crecimiento del microorganismo y
probablemente por las condiciones medio ambientales que limitaron el crecimiento desde el
inicio. Una mayor produccion de CO, (crecimiento) en la trofofase genero una mayor

produccién de esporas en la idiofase. En tal caso, la tasa de respiracién Qcoy,- | fue siempre

 mayor que Qc,-2 (serie 3). En un segundo caso, la produccion de esporas fue reducida, en

condiciones de muy pocos nutrientes (seric 1) y en aquellas que propiciaron un considerable '
retraso en la germinacion (46-66 h), ain cuando al final del cultivo (tiempo de idiofase para
otras condiciones), el crecimiento haya aumentado (serie 1y 2). Por wltimo, debemos
considerar que en la serie 2, Ia alta humedad (con bajo contenido de nutrientes y de soporte)
en donde se favorecid el inicio de la idiofase, también aumento la esporulacion a pesar del

poco crecimiento (baja produccién de CO,).
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7.3. Condiciones de Mixima Produccién

Las tendenciss en superficie pars uns mayor produccion de penicilina fucron localizadas en
1a zona de bajo contenido de bagacillo (10.3-11% y 12.5%), en condiciones de alta o baja
humedad (73-75.5% y 62.2%) y en medios mas concentrados (1.6 a 2.8-3.2 veces la
concentracién usada en fermentacion lquids). Es de importancia clave la localizacién de
esta zona do méxima produccién de penicilina pues ello facilitard en un futuwro la
optimizacion de nutrientes individuales.

El que se necesite bajo contenido de soporte y alto contenido de nutricates y/o agua para
obtener una akts pbduccﬁn de peviciling, se puede explicar a dos niveles. Desde el punto
de vista interparticular sc pucde pensar que los cultivos con menor contenido de soporte
tienen menor porosidad (menos espacios vacios). En general, énn condiciones no son

propicias para el crecimiento pues llega més ripido a una inhibicién por contacto entre

- micelios. Es posible entonces, que dicho contacto estimule la produccién de penicilina en

FS, lo cual explicaria el que se obtengs una mayor produccion en cultivos con menos
bagacillo como en este caso y en cultivos mas empacados como ha sido reportado por

Barrios, ef al., 1993,

Una explicacion intraparticular seria que en los reactores con menor contenido de',,wpone’,
cada particula tienc una mayor cantidad de sgus y nutrientes ya que estos componentes s¢
distribuyen en un menor nimero de particulas, Estas condiciones iniciales probablemente
permiten que haya un mejor aporte de nutrientes durante la idiofase que los mantenga en un
rango de Qcp,-2 adecuado pars la produccion. Aunque en este trabajo no fue posible
determinar un valor de Qgg,-2 tipico pars alta produccion, sabemos que estos valores
siempre fueron mucho més bajos que los del control o los de mala produccion de su serie

(cntre 15 y 96 %).
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Es probable, que al igual que las tasas de respiracion (Qcq,), las velocidades especificas de
crecimiento (ji, y pi;) también disminuyan cuando hay un menor contenido de bagacillo. Si
esto fuera asi, bajos valores de ps podrian estar relacionados con la alta produccién de
peniciling en FS ( /.e. correlacion negativa). Estos resultados difieren en relacion a estudios
en medio liquido (cultivo continuo) en donde intercsantemente se observa un
mmomm;o bifisico, ea o cual la produccién tiene primero, una correlacion positiﬁ
con p y después se vuelve constante ¢ independiente de ésta (Pirt y Righelato, 1967),
Existen, sin embargo, reportes de correlaciones negativas entse la tasa de crecimiento y la
produccién de metabolitos secundarios en otros microorganismos. Se dice por ello que no
bay una regla general que gobigme esta relacion y que los diferentes comportamientos son el
resultado de diferencias en la cepa y/o ¢l medio de cultivo empleado (Trilli, A, 1990).
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CONCLUSIONES

1) La fase de produccion de penicilins esté regida por fa relacion entre el soporte y los

otros dos componentes del medio solido (nutrientes y-agua).

2) El contehido de soporte em relscion a los otros dos componentes de medio, tiene un

3)

4)

5)

6)

7)

efecto absoluto en la idiofase. Eatre 10.3-12.5% de contenido de bagacillo en el medio
de fermentacion solida permite una aka produccion de penicilina.

Aunque el efecto de ls humedad y de ls concentracion de los nutrientes en la
produccion de penmicilima fué relstivo, se observd que el uso de medios’ mis

" concentrados (1.5 a 2.8 veces la concentracion usada en fermentacion liquids) y la akta

humedad (alrededor de 70%) también favorecen Ia sintesis del antibiético.

Bajas tasas de respiracidn y de consumo de azicares son carscteristicas en condiciones
de bajo contenido de soporte y de aka produccién de penicilina, - | '

En contraste, se observé un efecto negstivo sobre el crecimiento, al incmnenlu s
huniedad y disminuir los nutrientes 6 ¢l contenido de soporte.

Bajos valores de actividad de agus (0.96-0.94) aunque incrementan el tiempo de
germinacion favorecen el crecimiosto de P. chrysogenum (sumentan la tasa de

fespiracién y la produccion de COgpyy).

La actividad de agua tiene un efecto preponderante sobre ¢l metabolismo primario y no
asi sobre el secundario,
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