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1I.INTRODUFCCTION.

La fermentacion sélida es un método de cultivo microbiano
que se empleé en la antigiledad para la elaboracitn de
productos lacteos (quesos maduradoes), ensilados para
alimentacién de ganado, productos cirnicos (embutidos
madurados), YKoji" japonés (Viniegra-Gonzdlez, 1989), etc., y
actualmente ha sido revalorizado y modernizado para la
produccién de proteina y enzimas, principalmente celulasas y
pectinasas (Aidoo y col, 1982; Raimbault y col, 1985; Roussos,
1985; Trejo, 1986). También se ha utilizado en el estudio de
la produccién de metabolitos secundarios, particularmente
aflatoxinas (Barrios Gonzdlez y col, 1986; Barrios Gonzdlez y
col, 1990a), asf{ como algunas otras micotoxinas que se han
producido en granos y otros productos agricolas (Hesseltine,
1972), Recientemente se ha reportado también la produccién de
dcido giberé&lico (Kumard y Lonsane, 1987), compuesto de gran
importancia ya que tiene aplicaciones muy importantes en
floricultura y agricultura: aumenta el desarrollo vegetativo
de las plantas, acelera la floracién, aumenta nlimero y tamafio
de los frutos, adelanta la germinacitn de tubérculos y
semillas, etc. (Hern&ndez y Mendoza, 1%76).

En 1980 Raimbault y Alazard desarrollaron un método para
el estudio del comportamjento de los hongos filamentosos en
fermentacién s6lida, gque permitid un control relativamente
alto sobre las condiciones de cultive. El investigador francés
que desarreolld esta técnica trabajé en el Departamento de
Biotecnologia de la Universidad Auténoma Metropolitana, en
donde se formd un grupo de investigacién franco-mexicano. Este
grupo ha desarrollade una tecnologfa para el enriguecimiento
protéico de la yuca por fermentacién sélida (Raimbaunlt y col,
1985).



Los estudioce realizados por este grupo han permitido el
desarrollo de procesos de fermentacién sélida para la
produccibébn de celulasas, pectinasas y aflatoxinas wmencionados
anteriormente. Algunos de estos procesos han sido escalados
hasta 30 Kg. en reactores con diferente configuracién (Huerta
Yy col, 1986).

Recientemente, el grupo ha desarrolladc nuevos sistemas
de fermentacién sélida en los que se involucra el uso de
soportes inertes impregnados con medios de cultivo liquidos.
Este sistema ya ha sido patentado (Barrios Gonzdlez y col,
1988a) y caracterizado (0riel y col, 1988a). El sistema de
fermentaciéon sélida fue probado exitosamente para la
produccién de penicilina por Penicillium chrysogenum cepa
Wisconsin 54-1255 (Barrios Gonz8lez y col, 1988b; Barrios
Gonzdlez y col, 1989). En este estudio se demostré gue es
posible producir penicilina por fermentacién sélida y que,
debido a las ventajas ecoldgicas que éste método otorga a los
hongos, no es necesario mantener condiciones de esterilidad.
Ademds el sistema permite utilizar los medios de cultive
desarrollades para fermentaciones liquidas, de manera gque se
pueden establecer comparaciones muy precisas entre ambos tipos
de fermentacién.

En el estudio de Barrios y col (1988b y 1989) se realizb
una comparacién entre los dos sistemas de fermentacién,
encontrindose gque, bajo las condiciones empleadas, la
produccién de penicilina en fermentacién sélida es 17 veces
mids elevada que la que se obtiene en fermentacién liquida y
esta produccién se alcanza en un tercio del tiempo, También se
observd un rendimiento siete veces mayor y una produccibn
volumétrica 8.5 veces superior (Barrios Gonzélez y col, 1988b;
Barrios Gonzélez y col, 1989).

Todas estas ventajas, aunadas a los posibles bajos costos
de energia del proceso (esterilizacién, aireacién, agitacién),



indican que este sistema tiene un importante potencial
industrial.

sin embargo, hemos visto que esta relaci6n -de produccién
17 veces mayor en s6lido que en liguido-, asi como el tiempo
al que se obtiene la produccién mixima varfan en algunas cepas
probadas. En estudios realizades por Kumaxd y Lonsane (1987)
sobre la produccién de acido giberélico en fermentacién sélida
con varias cepas, también se observaron diferencias en el
comportamiento, Este lleva a pensar que deben existir ciertas
caracteristicas en una cepa que le permiten producir mas
eficientemente en el sistema de fermentacién sdlida gue en la
fermentacién liguida convencional.

La identificacién plena de dichas caracteristicas
permitirfa tener una base para desarrollar en un futuro una
metodologia para el mejoramiento genético de cepas especiales
para fermentacién sélida.

Ademis, los conocimientos bisicos que se obtengan en este
estudio sobre el metabolismo secundario y la biosintesis de
antibiéticos podr&n ser aplicados para el desarrollo de
sistemas de produccién de otros compuestos de utilidad.



2.1,

2. OBJETIVOCS.

OBJETIVO GENERAL.

Determinar si el mejor comportamiento observado en
la produccién de penicilina en Fermentacién S6lida es
debido al sistema de cultivo (FS) o a que caracteristicas
intrinsecas de la cepa empleada Jjuegan un papel
importante, Si é&ste es el caso, obtener informacién
relacionada a las caracteristicas gue favorecen gue una
cepa se comporte bien en FS y qué procedimientos deben
ser empleados para generar cepas de alta produccién
especiales para Fermentacién $6lida.

OBJETIVOS PARTICULARES.

~ Evaluar la produccién y productividad relativa de cada
una de las cepas de Penicillium chrysogenum (AS-P-78, P-2
ATCC 48271, R-8, V-12 Y WISCONSIN ATCC 54-1255).

- Aislar clones de cada una de las cepas para la
evaluacién de sus producciones y su productividades
relativas.

- Caracterizar los clones de mayor productividad relativa
en cuanto a sus cinéticas de esporulacién, crecimiento,
pH, produccién, humedad, utilizacién de azlcares
reductores, respiracién y efecto de la presién osmética
sobre el crecimiento y sobre la produccién.



3. ANTECEDENTERB .

3.1. METABOLISBMO SECUNDARIO.

Los hongos filamentosos pueden crecer tanto en medios
s6lidos como liguidos, colonizande  frecuentemente la
superficie de manera gque un alto porcentaje de sus hifas se
encuentre rodeado por aire; estas hifas adquieren sus
nutrientes por mecanismos de translocacién, de aguellas que
estdn en contacto con el medio (Smith y Berry, 1974).

El crecimiento de los hongos se ha dividido en 5 fases
fisiolégicas:

Después de la fase inicial de adaptacién o latencia hay
una fase de crecimiente balanceado (fase logaritmica o
exponencial) en la gue existe una acumulacién de nutrientes y
la composicién y la morfologia de 1la hifa se mantienen
constantes., Durante la fase 1logaritmica, la rapidez de
reproducciédn celular alcanza su valor mdximo. Esta fase
finaliza al agotarse uno o varios compuestos necesarios para
el crecimiento y en muchos casos por la acumulacién de
productos  inhibidores. Durante 1la siguiente fase (de
almacenamiento), el peso seco del micelio aumenta debido a una
acumulacién de carbohidrates y grasas almacenadas, mientras
gue el nivel de compuestos nitrogenados, incluyendo el DNA
permanecen constantes. Posteriormente el organismo pasa a una
fase de mantenimiento o estacionaria en la que el peso seco
permanece constante. Las células conservan cierta actividad
metabSlica, pero se detiene el crecimiento. Esta fase continaGa
hasta que se agotan tanto las reservas del organismo como los
nutrientes del medio. Entonces ocurre la fase de declinacién



en la gue el nimero de c¢élulas viables comienza a disminuir,
la tasa de mortalidad va a aumentar progresivamente debido a
una autdlisis bajo la accién de enzimas de las células mismas
(Smith y Berry, 1974; Leveau y Bouix, 1985),

La repreduccién en los hongos ocurre generalmente después
de la fase de crecimiento exponencial (también 1llamada
trofofase). La reproduccién es induclda cuando factores
externos o internos (generalmente nutrientes) se vuelven
limitantes para el desarrolle vegetativo. Durante este
desarrollo vegetativo se lleva a cabo en la célula una serie
de reacciones, tanto de sintesis como de degradacién. Esta
serie de reacciones componen el metabolismo y este puede ser
primario o secundario (Smith y Berry, 1974).

El metabolismo primario involucra una serie
interconectada de enzimas gue regulan las vias catabblica,
anabdlica y anfib6lica, las cuales proporcionan intermediarios
biosintéticos y energia, vy convierten 1los precursores
biosintéticos en macromoléculas esenciales, como DNA, RNA,
proteina, lipidos y polisacarides. El metabolismo primarioc es
esencialmente idéntico para todas las formas de vida (Smith y
Berry, 1974).

Cuando el crecimiento se limita, algunos microorganismos
son capaces de sintetizar metabolitos especiales denominados
metabolitos secundarios (Smith y Berry, 1974). Son moléculas
que se sintetizan generalmente en una fase tardia del ciclo de
crecimiento y se denominan también "idiolitos*, debido a gue
se forman durante la idiofase (fase de produccién) (Wang y
col, 1979). No son esenciales para el crecimiento del hongo y
su produccién no se asocia con la fase de crecimiento.
Probablemente la formacién de metabolitos secundarios
representa una ventaja para el microorganismo, ya que pueden
tener funciones importantes de supervivencia en la naturaleza.
Otra caracteristica de los metabolitos secundarios es que son



producidos s6lo por algunas especies, contrariamente a los
metabolites primarios. Los metabolitos secundarios méds
conocidos son los antibiéticos, las micotoxinas y los
pigmentos (Smith y Berry, 1974). No se conoce el papel
especifico de estos compuestos en el metabolismo de la célula
{Wang y col, 1879).

La proporcién de cada componente en la mezcla que se
obtiene depende de factores genéticos y ambientales,
aparentemente debido a la baja especificidad de las enzimas
involucradas en el metabolismo secundario. En contraste, en el
metabolismo primario, los procesos biosintéticos son siempre
llevados a cabo con gran especificidad, ya que un error en la
biosintesis de los compuestos esenciales para la célula pueden
ser letales, mientras que los errores en el metabolismo

secundarioc no tienen consecuencias (Smith y Berry, 1974).

Probablemente, una de las caracteristicas mds importantes
del metabolismo secundario es que los idiolitos se producen
usualmente cuando los cultivos producteres tienen un grado
minimo de crecimiento. Este fenbmeno se observé inicialmente
durante el desarrollo de la fermentacién de penicilina, pero
se ha encontrado que la produccidén durante la idiofase es una
caracteristica de muchas fermentaciones (Smith y Berry, 1974).

La separacién entre la trofofase y la idiofase no se
encuentra bien delimitada en los microorganismos filamentosos
(actinomicetos y hongos) (Wang y col, 1979). En muchas
fermentaciones de antibiéticos, la trofofase y la idiofase-se
traslapan, de manera gque ho es posible determinar el momento
exacta en el que termina el crecimiento y comienza 1la
produccién (smith y Berry, 1974).

Los factores que desencadenan la formacién del producto
secundario al final de la trofofase se desconocen. Se sabe
inicamente que la formacién del producto usualmente comienza



cuando algan nutriente se agota. En algupas fermentaciones el
azdcar disponible parece ser el factor limitante; en otras es
el nitrégeno o los fosfatos. Quizds estas limitaciones
provocan una induccién sobre las enzimas metabdlicas
secundarias. No hay duda de que al final de la trofofase hay
cambios marcados en la composicién enzimdtica de las células y
aparecen las enzimas relacionadas especificamente con 1la
formacién de productos secundarios (Wang y col, 1979).



3.2. PENICILINA.

3.2.1, DESARROLLO HISTORICO.

Después de la especie descubierta por Fleming en 1929, el
Penicillium notatum, de baja produccién de penicilina, han
sido muchos leos intentos para obtener variedades de mayor
produccidén. Fruto de ello, en 1951 se aislé en Peoria
{Illinois, USA) la cepa Penicillium chrysogenum (NRRL, 1951)
cuya produccién es mayor gque la de Penicillium notatum y a
partir de ella se han obtenido la mayor parte de las cepas
existentes (Queener y Swartz, 1979).

P chrysogenum NRAL 1951
NRAL 1851878
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FIG. 1. Genealogia de cepas de P. chrysogenum
(Elander, 1979).
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Las cepas que se muestran en la Figura 1. fueron
desarrolladas principalmente en la Universidad de Wisconsin
mediante diversas técnicas como:

aislamiento de mutantes espontaneas

rayos X

rayos UV a diferentes longitudes de onda

rayos gamma

nitré6genc mostaza

N-metil=N’~nitro-N-nitrosoguanidina

diepoxibutano

Acido nitroso

etilenimina (Elander, 19%79; Queener y Swartz, 1579).

La manipulacién genética de Penicillium chrysogenum ha
sido realizada durante muchos afos y se han lograde producir
cepas de un elevado rendimiento que se utilizan en 1la
produccisén industrial de penicilina.

3.2.2. ESTRUCTURA QUIMICA DE LA PENICILINA.

La penicilina es un antibi6ticoe A-lactimico, su
estructura gquimica estd formada por un anillo B-lactémico, ¥y
un anillo tiozolidinico, formando ambos el nGcleo central de
la molécula de las penicilinas hidrofébicas. Este nidcleo se
denomina &cido 6-aminopenicildnico (6-APA).

H

n\\!,,N\\\
/,———N

o COzH

S

FIG. 2. Nicleo estructural de las B-lactamas
hidrofébicas (4cido é-aminopenicilénico).
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La molécula de 6-APA puede llevar distintos tipos de
sustituyentes no polares dando lugar asi a varias penicilinas
hidrofébicas (penicilina G, penicilina Vv, etc.).

Existen también f-lactamas hidrofilicas, pero en la
actuyalidad no se conoce ningGn micreoorganisme capaz de
sintetizar ambos tipos de S-lactamas (hidrofébicas e
hidrofiljicas), a pesar de que la ruta blosintética tiene una
serie de reacciones comunes hasta formar la isopenicilina W,
precursor de ambos tipos de BA-lactamas. Los intermedlarios de
esta ruta estdn en la célula a concentraciones muy bajas,
razén por la cual han sido diffciles de detectar.

La estructura bédsica de la penicilina es el 4cide
6-aminopenicilénico (6-APA)., En las diferentes penicilinas se
encuentran diferentes grupos funcionales unides al grupo
amino, como fenilacetato, fenoxiacetato, fenilglicerato, etc
(Queener y Swartz, 1979).

3.2.3, BIOSINTESIS DE PENICILINA.

Tres son los aminodcidos que van a intervenir en la
biosintesis de antibiéticos B~lactdmicos:

a) Acido L-a-amincadipico.
b) L-cisteina.
¢) L=-valina.

Los tres van a intervenir en su forma isomérica L, si
bien, la valjina va a sufrir una isomerizacién a la forma D,
previa a su incorporacién. Estos tres compuestos provienen del
metabolismo primario de la célula (Drew y Demain, 1977;
Martin, 1981) como se muestra en la Figura 3,
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Gliceraldehido 3-P

(————  Pancpiruveto  ee———  2.P.gliceratc  w—  3-tosloglicersto
Metionina
Puuvsta
Acotit CoA P-sarina
CicLo Serina Homuicistafia
DE
KREBS
Q O -cetoghutarato Cietationina
L-valina L-@ .aminoadipato L-cistelna

FIG. 3. origen biosintético de los aminodcidos que
intervienen en la biosintesis de penicilina (Lehninger, 1982).

La ruta biosintética de la penicilina se ramifica a
partir del L-a-aminoadipato por un lado hacia la formacién de
un metabolito primario (lisina) y por otro lado hacia 1la
formacién de la penicilina. El &cido a-aminoadipico (ARA) ‘es
el precursor de ambos metabolitos (Martin y Demain, 1980).

El primer paso en la biosintesis de la penicilina (Figura
4) es catalizado por la enzima D-(L-a-aminoadipil)-L-cisteina
sintetasa, gue lleva a cabo la unién de AAA con la L-cisteina
para formar el primer intermediario de la via., Este se
condensa con la L-valina para formar el tripéptido
L-a-aminoadipil-L-cisteinil-D-valina (ACV) {Martin y Demain,
1980) .
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Posteriormente el tripéptido es convertido en
isopenicilina N a través de un intermediario B-lactadmico
monociclico (Martin y Demain, 1980). El1 cierre del anillo
ocurre sin rotura del tripéptido. La formacién del ciclo de la
isopenicilina N a partir del tripéptido ACV requiere de la
pérdida de dos &tomos de hidrégene por cada anillo. El proceso
de formacién del anillo pA-lact&mico es estereoespecifico
(Queener y Neus, 1982),

La isopenicilina N es inestable y debido a la accién de
una acil transferasa intercambia en el paso final de 1la
biosintesis de penicilina el a-amincadipato de su cadena
lateral por &cido fenilacético (AFA) activado en forma de
fenilacetil CoA (Arnstein y col, 1969; Arnstein y Morris,
1969) dando origen a a penicilina G o bencil-penicilina.

Los estudios sobre los precursores de la melécula de
penicilina pusieron de manifiesto 1la estimulacién que el AFA
ejerce sobre la produccién de penicilina. oOtros &cidos
orgdnicos, como p-hidrobenzoico o 2-pentenoico, pueden unirse
a la molécula de penicilina pero ninguno lo hace con el
elevado rendimiento del 4cido fenilacético. Por lo general,
los precursores de la cadena lateral se adicionan al medio en
forma de sal s6dica o potdsica, derivados de etanolamina, etc.
(Demain, 1983).

Dada la relativa inespecificidad del complejo enzimédtico
biosintético por la cadena lateral, muchas son las sustancias
gue pueden actuar como precursores de dicha cadena lateral,
originando asi una gran variedad de penicilinas (Demain,
1983),
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Cetoglutarato + Acetil-CoA

ey | Hommatitrato
simtetasy

i Fosfoglicerato
Homocitrato

cis-Homoaconitato

Fosfoanol-
- iruvato

Homoisocitrate p

l Serina
Oxaloglutarato

l

O -cetcadipato

b Piruvato

L-(f-AMINOADIPATO L-VALINA CISTEINA

ACV sinistasa

v
' . 0 -AAA-Cis-Val
{®-aminoadipato Isopeniciting N

semialdehido sintstasa

Sacarofin- s

dushidiogenssa Isopenicilina N

. Fenilacetil-CoA
Sacarofina Poaicilin:

aciltrsnaferaxe
O -AAA + Co-SH
Lisina
PENICILINA G.

FIG. 4. Ruta biosintetica de la penicilina.
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3.2.4. MECANISMOS DE REGULACION,

Durante los primeros afios del desarrollo de la produccioén
de penicilina (década de los 40), se encontrd gque la glucosa
se utiliza répidamente, y que esta es un substrato muy pobre
para la produccién de penicilina. En cambio, la lactosa se
utiliza lentamente en el crecimiento, pero favorece una
excelente formacién de penicilina. Esto suglere que el periodo
de produccién méxima de penicilina se asocia con una reduccién
en la velocidad de crecimiento (Drew y Demain, 1977).

Actualmente se sabe que la biosintesis de la penicilina
estd regulada por diversos mecanismos que han sido ampliamente
estudiados en fermentacién liguida. Estos mecanismos se
describen brevemente a continuacién:

a) REPRESION CATABOLICA POR LA FUENTE DE CARBONO:

La D-glucosa es capaz de reprimir la formacién del
tripéptide ACV (por represién de la ACV sintetasa), que
corresponde al primer paso de la biosintesis de la penicilina
después de la ramificacién del metabolismo primario., Ejerce
ademds un efecto represor sobre la isopenicilina N sintetasa.
La D-glucosa también disminuye la poza metabdlica de &cido
a-aminoadipico por el siguiente mecanismo: act@a como efector
positive para la homocitrato-sintetasa y sacarofin~
deshidrogenasa {enzimas de la via de la lisina) y al mismo
tiempo estimula la incorporacién de lisina en proteinas.

La adicién de Acido a-amincadipico no revierte el efecto,
inhibidor de la formacién del tripéptido, ya gque la regulacisn
no es por ausencia de este compuesto, sino por represién de la
ACV sintetasa (Revilla, y col, 1984; Revilla, y col, 1986).
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b) REGULACION POR AMONIO:

El Penicillium chrysogenum es capaz de utilizar amonio
como Gnica fuente de nitrdgeno. El amonio afecta negativamente
la formaci6n de la penicilina y su accién es proporcional a la
concentracién gque guarda en el medio de cultivo. Actla como un
efector negativo para las enzimas responsables de la sintesis
de glutamina, la cual participa directamente aen la formacién
de los aminodcidos precursores del antibistico como donador de
grupos anmino. El1 amonio s6lo incrementa la concentracién del
glutamato, glutatién, alanina y glutamina, pero no tiene
ningin efecto sobre la lisina. El efecto represor se observa
claramente a una concentracién 100 mM de amonio (Sanchez, y
col, 1980).

¢) REPRESION E INHIBICION POR LISINA:

La L-lisina tiene la capacidad de inhibir y reprimir (a
concentraciones mayores a 50 mM) la sintesis de penicilina
actuando negativamente sobre la homocitrato~sintetasa (primera
enzima de la via) de manera que se reduce la formacisn de
e-aminocadipato. Este efecto puede ser revertido con la adicién
de 4cido a-aminoadipico, compuesto que estimula la formacidn
del tripéptido ACv {(Luengo, y col, 1989).

d) RETRORREGULACION POR PRODUCTO:

El fin de 1la sintesis de penicilina durante una
fermentacién esta relacionada con la acumulacién de la misma.
La penicilina ex6gena limita la subsecuente acumulacién del
antibibético. Se ha demostrado que la capacidad sintetizadora
de la cepa es proporcional a la resistencia al antibidtice. Es
posible que inhiba a alguna enzima como la aciltransferasa
(Gordee y Day, 1972).
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3.3, FERMENTACION EN MEDIO LIQUIDO (FL).

En la actualidad la produccién de penicilina por
fermentacién se lleva a cabo en cultive liquide. Se utilizan
fermentadores con capacidad de 40,000 a 200,000 litros, El
proceso es aerdbico, para lo cual se requiere introducir una
corriente de aire al fluido y wutilizar agitadores para
aumentar la supertficie de contacto entre el aire y el medio de
cultivo ademds de homogeneizar el medio. El aire que entra al
sistema debe asequrar condiciones de esterilidad. Este proceso
requiere de una gran cantidad de energifa: 1 a 4 watts por
litro de fluido, incluyendo la fuerza que se necesita para
introducir la corriente de aire. Los tanques fermentadores
deben de tener sistemas de enfriamiento (por ejemplo
chaquetas) y sistemas de control de todos los pardmetros
(Queener y Swartz, 1979}).

El primer paso en el procesc de fermentacién es el
inéculo de un tubo con medio de esporulacién a partir de
esporas liofilizadas. Una vez esporulade se hace una
suspensién y se inocula un matraz coh medic vegetativo (o
medic semilla). cuando se obtiene una buena cantidad de
biomasa se inocula un tanque con medio semilla. E1 propésito
de estos indculos es incrementar la concentracién de biomasa a
una velocidad elevada, la cual se obtiene durante la fase de
crecimiento logaritmico. Una vez gque se obtiene cierto nivel
de bicmasa se inocula un tanque fermentader el cual contiene
un medio especifico para la produccién de penicilina (FIG 5).
En este fermentador se controlan pardmetros como son: tiempo
de produccién, cambios en el pH, concentracién de carbohidrato
residual, volumen c¢elular, respiracién, etc. (Queener Yy
Swartz, 1879).
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FIG. 5. Produccién de penicilina por fermentacién ligquida
{Queener y Swartz, 1979).

La produccién de penicilina puede hacerse por lote, lote
alimentado o semi-continua, y en cada caso el tiempo de
fermentacién estd limitado por distintos factores.

En la produccién por lote 1los principales factores
limitantes son la capacidad de transferencia de oxigeno, la
acumulacidn de substancias téxicas o inhibidores o bien, el
agotamiento de nutrientes.

En el caso de los sistemas de fermentacién semi-continua
existe una pérdida de nutrientes que no se utilizan, ya gue se
debe permitir la salida de una parte del volumen del medio. En
este caso también es un factor limitante la transferencia de
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oxigeno y la concentracién de nutrientes (Queener y Swarte,
1979).

Para recuperar la penicilina del medio inicialmente se
filtra el cultivo para eliminar el micelio y otros s6lidos,
aunque esto no siempre es necesario, Posterjormente se afade
acido fosférico o sulfirico para disminuir el pH a 2-2.5, ya
que la forma &cida es mds soluble en compuestos orgdnicos. De
aqui se pasa a una extraccién con un solvente organice, como
acetato de amilo, acetato de butile o metil isobutil cetona.
En algunas ocasiones, el solvente con la penicilina se trata
con carbén activado para eliminar pigmentos y otras impurezas.
Posteriormente se realiza una extraccién con agua mediante la
adicion de hidroxido de sodio o de potasio para obtener la sal
de la penicilina. Por Gltimo se realiza la cristalizacién de
la penicilina para obtenerla en estado sélido (Casida, 1968).

La penicilina obtenida por fermentacién usualmente es
penicilina G o V. A partir de estas se producen las
penicilinas semisintéticas. Primero se produce el 6-=APA y
posteriormente se afaden los diferentes grupos funcionales
(Queener y Swartz, 1979).
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3.4. FERMENTACIONES EN MEDIO SOLIDO.

En los fGltimos afos se ha estudiado la produccién de
diversos compuestos mediante un métode denominado fermentacién
en sélido, esto es, la transformacién de materiales solidos
mediante accién microbiana. El término fermentacién s&lida ha
sido objeto de numerosas definiciones.

Hesseltine (1977) la define como una fermentacién en la
cual el sustrato no se encuentra en estado liquido.

Moo-Young y col (1983) la designhan como un proceso en el
cual los microorganismos utilizan materiales insclubles para
su crecimiento y su metabolismo.

La definicién propuesta por Aidoo y col (1982) dice que
la fermentacién en medio s6lidoe engloba todas las
fermentaciones que contienen un sustrato s6lido o semi-sélido
o un soporte s0lido inerte.

En 1987 Eric Oriol propone una nueva definicién
designando a la fermentacién sé6lida como un cultivo microbiano
de superficie gue se fija al interior de una matriz sélida
porosa que contiene el sustrato y gue se encuentra en ausencia
de agua libre.

El material sdélido se encuentra generalmente en forma
fragmentada, granulada o fibrosa que permite retener agua
mediante higroscopia o capilaridad. El soporte o matriz porosa
sé6lida puede o no ser biodegradable, y debe tener una elevada
drea superficial por wunidad volumétrica (103-106 mzll).
Ademds, la matriz debe ser capaz de absorber una cantidad de
agua igual o mayor a su peso seco con una actividad de agua
elevada en la interfase so6lido/gas (Viniegra-Gonzé&lez, 1989).
Segiin el tipo de material utilizado, la cantidad de agua varia
enormemente. Los materiales con alto contenido amil&ceo
(arroz, yuca, cebada) son generalmente frermentados con una
humedad inicial entre 25 y 60 %, mientras que los materiales
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gque contienen grandes cantidades de celulosa (salvado, bagazo,
paja) permiten utilizar humedades iniciales de 60 - 80 % sin
la apariciébn de agua libre (Oriol, 1987).

Los micreoorganismos cultivados en medio sélido son
preferentemente hongos filamentosos, ya que sus hifas
facilmente colonizan matrices s6lidas porosas. Ademas los
hongos filamentosos son capaces de crecer y desarrollarse en
humedades mis baijas gque 12 % y soportar presiones osméticas
elevadas (Beuchat, 1983). Estas caracteristicas por lo general
no las presentan las levaduras y las bacterias (Oriol, 1987).

3.4.1. APLICACIONES DE LA FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO.

A) PREPARACION DE ALIMENTOS:

En el Extremo Oriente se utiliza la fermentacién sblida
en los procesos tradicionales destinades a mejorar las
cualidades nutritivas y organclépticas de ciertos productos
agricolas, como el arroz, la soya, el trige y los corazones de
las palmas (Oriol, 1987). El proceso de fabricacién tipico es
el Kojli, con el que se produce un concentrado de elevada
actividad enzimdtica y en el cual el substrato esti
constituide por granos de arroz o de soya utilizando
Aspergillus oryzae (Hesseltine, 1965; Streinkraus, 1983).

otro proceso tradicional de fermentacién sélida es la
elaboraci6én de quesos franceses fermentados tipo Camembert,
Brie y Roguefort caracterizados por el desarrollo superficial
o profundo de hongos del génerc Penicillium (Oriel, 1987).

Las fermentaciones tradicionales presentan un gran nGmero
de ventajas desde el punto de vista nutricional: produccién de
enzimas digestivas, destruccién de sabores y olores
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desagradables, incorporacién de sabores y olores adradables,
produccién de vitaminas y aumento de la digestibilidad, ademas
de aumentar el tiempo de conservacién de los alimentos.

Estas ventajas han sido aprovechadas en los Gltimos veinte
afilos para la fabricacién de alimentos para ganado enriquecidos
en protefnas (AFEP) con un bajo costo de produccién
(Raimbault, 1981)

B} PRODUCCION DE ENZIMAS.

Se ha wutilizado la FS en la producciébn de diversas
enzimas, obteniéndose en muchos casos rendimientos superiores
a los que se obtlenen en FL.

A partir de 1la fabricacién del koji, Takamine (1917}
desarrclldé el primer proceso industrial de produccién de
enzimas, particularmente amilasas, utilizando salvado de trigo
y almidén como sustrate y A. oryzae como inbculo.
Recientemente otros autores se han interesado en la produccién
de amilasas y glucoamilasas por FS (Bajracharya y Mudgett,
1980; Narahara y col, 1982; Raimbault y col, 1985; Roussos,
1985; Trejo, 1986).

La formacion de proteasas en la elaboracién de alimentos
orientales tradicionales fermentados 3juegan un papel muy
importante. Sin embargo, a excepcién de la produccién de Koiji,
la literatura contiene pocas veferencias relativas a la
produccién de proteasas en medic s6lido. Sb6lo Hesseltine
{1977) y Arima y Uozumi (1967) reportan la existencia de un
proceso industrial para produccién de proteasas por medio de
Mucor pusillus en fermentacién séliida, tomando como base el
procedimiento utilizado para el Koji.
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La produccién de celulasas se hizo inicialmente mediante
la adaptacién del procedimiento Koji utilizando Trichoderma
reesei sobre paja y arroz (Toyama 1976). Se han desarrollado
posteriormente otros métodos utilizando Trichoderma (Vilela y
col, 1977), Talaromyces (Nishio, y col, 1981), Pestaliopsis
(Rao y col, 1983) y Sporotrichum (Hoe-Kim y col, 1985).
También se ha trabajado sobre 1la produccién de enzimas
destinadas al tratamiento de subproductos de la madera, como
las xilanasas (Kitpreechavanich y col, 1984).

La sintesis de pectinasas, utilizadas en la clarificacién
de jugos, se puede realizar por fermentacién sélida sobre
bagazo de cafia (Trejo, 1986) o bien sobre pulpa de café
(Favela, 1949).

Ademds de las enzimas mencionadas se han encontrado
reportados trabajos sobre FS para la produccién de invertasas,
lactasas, lipasas y catalasas (Raimbault, 21981; Pandey, 1992;
Rivera-Mufioz y col, 1991; Karanth,1988§).

C)} PRODUCCION DE RCIDOS ORGANICOS Y OTROS METABOLITOS:

Los procedimientos de FS para la produccién de A4cidos
orginicos se comenzaron a utilizar desde principios de siglo y
se han desarrolladc para la obtencién de d&cidos con gran
demanda industrial (g&lico, glucénico, y kéjico), entre los
cuales el 4cido citrico es el principal producte fingico
(Herrick y May, 1928; Pandey, 1992; Shankaranand, 1992}.

Por otro lado, los principales metabolitos secundarios
que se han producido en FS son las toxinas fangicas,
aflatoxinas (Hesseltine, 1977; Barrios-Gonzdlez y col, 1990a)
y ocratoxinas (Lindenfelser y Ciegler, 1975), destinadas a
estudios toxicolégicos.
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3.5. COMPARACION ENTRE LA FERMENTACION EN MEDIO LIQUIDO Y EN
MEDIO SOLIDO.

Las fermentaciones que se realizan actualmente en la
industria farmacéutica y en la de alimentos en los palses
industrializados utilizan cultivos liquidos sumergidos (FL)
para la produccién de biomasa, enzimas y metabolitos. Esta
clase de proceso fue desarrollado para acortar el tiempo de

proceso de las fermentaciones en superficie.

La fermentacién sélida es un proceso que Sse maneja por
lote, y gran parte de la investigacidén mds reciente se realiza
como una posible alternativa sobre los cultivos sumergidos

convencionales.

Existen diferencias importantes entre la FS y la FL. A
continuacién se mencionan algunas de ellas:

- El medio de FL contiene una gran cantidad de agua gque
tendrd que ser separada de las peguefias cantidades de
productes microbianos, gue generalmente se encuentran a
concentraciones menores a 50 g/l (5%).

- El agua residual debe de ser tratada en ocasiones por la
misma planta de fermentacién. La cantidad de agua residual
que se produce en FL es considerablemente mds elevada gque
la que se produce en FS.

- La contaminacidn por bacterias y levaduras debe ser evitada
mediante técnicas de esterilizacién del equipo, del aire y
del medio, ya gue muchos metabolitos importantes, como los
antibiéticos, se producen mediante hongos que crecen
lentamente en medios liguidos ricos, gque pueden ser
utilizados rapidamente por microorganismos coentaminantes.

- Las concentraciones de producte y precursores son muy
bajas, 1o cual provoca procesos de recuperacién de elevado
costo y son un factor clave en la economia del proceso.

- La solubilidad del oxigeno en agua es muy baja, por lo cual
se hace necesario utilizar maquinaria compleja y de elevado
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costo para los procescs de agitacién y aireacién forzada
con un elevado consumo de energia (Viniegra-Gonzédlez,
1989},

Por otro lado la FS presenta ventajas sobre la FL como

por ejemplo:

El medio de fermentacién usualmente contiene menos agua que
la FL.

La actividad de agua baja que se tiene en una Fs
proporciona ventajas ecolbgicas en el crecimiento lento de
los hohgos sobre el de bacterias y levaduras, reduciendo la
necesidad de operaciones de esterilizacién.

Los hongos pueden utilizar y transformar azficares
impreghados en materiales solidos a bajas concentraciones y
producir elevadas concentraciones de productos importantes
como dcido giberé&lico (Kumard y Lonsane, 1987), penicilina
(Barrios Gon24lez, 1988), pectinasas (Trejo, 1987). Por
ello, los costos de recuperacisén pueden ser reducidos.

El oxigeno no es un factor limitante significativo, debido
a que es completamente soluble en aire, el c¢ual es el
fluido en la FS. Por lo tanto, la FS tiene menores consumos
de energfa que la FL (Viniegra-Gonzdlez, 1989).

Sin embargo la F5 también tiene importantes limitantes:
El control del proceso se dificulta en una FS5 debido a la
calidad heterogénea del material de fermentacién, ademis de
que el mezclado en la mayoria de las ocasiones es nulo o
minimo.

La recuperacién del producto puede ser dificil.

AGn existe poca experiencia sobre el uso de la FS en
producciones a gran escala y Gnicamente se utiliza en Japén
para la producci6én industrial de alimentos fermentados
(Viniegra-Gonz&lez, 1989).
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3.6, PRODUCCION DE PENICILINA EN FERMENTACION SOLIDA.

En 1980 se desarrolld un método (Raimbault y Alazard)
para el estudio del comportamiento de los hongos filamentosos
en fermentacién so6lida. En este trabajo se permitié un control
elevado sobre las condiciones de cultivo. A partir de este
trabajo se formd un grupo de investigacién franco-mexicano el
cual desarrollado la tecnologia para el enriguecimiento
proteico de la yuca por fermentacién sb6lida (Raimbault y col,
1385). Los estudios realizados per este grupo han permitido el
desarrollo de procesos de fermentacién s6lida para la
produccion de celulasas, pectinasas y aflatoxinas mencionados
anteriormente. Algunos de estos procesos han sido escalados
hasta 30 Kg. en reactores con diferente configuracién (Huerta
y col, 1986).

Recientemente, el grupe ha desarrollado nuevos sistemas
de fermentacién sélida en los que se involucra el uso de
soportes inertes impregnados con medios de cultivo liquidos.
Este sistema ya ha sido patentado (Barrios Gonzdlez y col,
1988a) y caracterizado (QOriol y col, 1988a).

El sistema de fermentacién sé6lida fue considerado como
una posibilidad viable durante 1las etapas tempranas de
produccién de antibiéticos, pero fue desplazado entonces por
los sistemas de FL a gran escala (Viniegra-Gonzdlez, 1989}.

En las dltimas décadas, la produccién de antibiétices por
FS ha sido seguramente objeto de estudic de numerosos
laboratorios industriales, pero, dadas las restricciones del
“"secreto industrial", practicamente ningin resultado ha sido
publicado sobre estos hechos

El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos ha
desarrollade un proceso de produccién de penicilina scbre
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fibra de trigo en un sistema semi-sélido. Aungue ha sido
llevado hasta el nivel de produccién industrial, con una
eficiencia aceptable, este proceso presenta enormes problemas
de produccién y de costos debido a la necesidad de mantener
estrictas condiciones de esterilidad (2iffer, 1988).

Recientemente, un sistema de FS sobre soporte inerte
impregnado con medio de cultivo liquido fue probado de manera
exitosa para la produccién de penicilina por Penicillium
chrysogenum cepa Wisconsin 64-1255 (Barrios Gonzdlez y col,
1988b y 1989). En este estudio se demostrd que es posible
producir penicilina en fermentacién sélida y que, debido a las
ventajas ecoldgicas que la fermentacién sdlida otorga a los
hongos, ho es necesario mantenher condiciones de esterilidad,
Ademds el sistema permite utilizar los medios de cultivo
desarrollados para fermentaciones liquidas y la recuperacién
de los productos se puede realizar mediante extraccién o
prensadeo del medio sélido, de manera que se pueden establecer
comparaciones muy precisas entre la fermentacién liquida y la
fermentacién s6lida.

En el estudio de Barrios se realizé una comparacién entre
los dos sistemas de fermentacién encontrandose que, en las
condiciones empleadas, la produccién de penicilina en
fermentaci6on sbdlida es 17 veces mds elevada gque la que se
obtiene en fermentacién liquida y esta produccién se alcanza
en un tercio del tiempo. También se observé un rendimiento
siete veces mayor y una produccién volumétrica 8.5 veces
superior (Barrios Gonzélez y col, 1988b; 1989).

Estos autores sugieren también que es posible 1la
produccién de otros antibiéticos - como la rifamicina,
producida por el actinomiceto Nocardia mediterranei, y algunos
otros producidos por ciertos estreptomicetos - mediante la
utilizacién del sistema de Fs.
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4. MATERIAL Y METODOS .

4.1. MICROORGANISMOS.

MANTENIMIENTO Y PRESERVACION:

Se utilizaron 5 cepas distintas de Penicillium
chrysogenum para la producci6n de penicilina G: Wisconsin ATCC
54~1255, P-2 ATCC 48271, AS-P-78 (proporcionada por el Dr. J.
F. Martin, Universidad de Leén, Espafia), R-8 y V-12 (Barrios
Gonzdlez, 1990b},

para la realizacién de los biloensayos de actividad
antibidtica se utilizé Bacillus subtilis ATCC 6633, el cual

fue mantenido en medic de esporulacién (ME} a 4% vy
liofilizado para preservacién a lardo plazo,

4.2. MEDIOS DE CULTIVO.

4.2.1. MEDIO PARA LA REALIZACION DE BIOENSAYOS.

TSA: AGARR DE SOYA Y TRIPTICASEINA {en g/1).

Peptona de caseina 17
Peptona de soya 3
NacCl 5
KyHPO4 2.5
Dextrosa 2.5
Agar bacterioldgico 10
pH 7.3

Agua destilada hasta 1000 ml
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4.2.2. MEDIOS DE ESPORULACION.

ME: MEDIO DE ESPORULACION PARA Bacillus subtilis (en g/l}).

Peptona 8
Extracto de carne 3
MnCl, 1075 M.
pH 7.2
Agua destilada hasta 1000 ml
POWER: MEDIO bE ESPORULACION PARA Penicillium

chrysogenum (en g/l).

Sacarosa 15
Lactosa 15
NaNO3 1
KoHPOy 0.25
CuS0y * 7H,0 0.0005
FeCly‘6Hy0 0.0015
KHpPO4 0.03
MyS0, - THa0 0.275
FeS0,* 7Ha0 0.005
Bactopeptona 2.5
Liquidos de maceracidn

de maiz 0.25
NacCl 2
Agar bacterioldgico 20

Agua destilada hasta 1000 ml
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POWER DE PRODUCCION: MEDIO DE ESPORULACION Y PRODUCCION

PARA LA ELABORACION DE CILINDROS

Penicillium chrysogenum (en g/l}.

Sacarosa

Lactosa

NaNO3

KpHPO,

CuSO4~7H20

FeCls - 6Hp0

KHzPO4

MgS04 ' 7H,0

FeS04  7Hy0
Bactopeptona
Liquidos de maceracién
de maiz

NaCl

Aclido fenilacético
Agar bacteriolégico
Agua destilada

4.2.3. MEDIOS PARA FERMENTACION LIQUIDA.

CI: MEDIO COMPLEJO DE  INOCULO

DE

15
15

1
0.25

0,0005
0.0015

PARA

0.03
0.275
G.005

2.5

0.25
2
2.5
30

hasta 1000 ml

Las

AGAR

CEPAS

R-8, V-12 Y WISCONSIN 54-1255 (Somerson y col,

(en g/1).

CaCoy

Liquidos de maceracién
de malz

Extracto de levadura
Melazas de remolacha
pPH

Agua destilada

20

5

26
6-6.5

hasta 1000 ml

PARR

p-2,
1961)



CP: MeDlo COMPLEJO DE PRODUCCION PARA LAS CEPAS P-2,
R-8, V-12 Y WISCONSIN 54-1255. (Somerson y col, 1961)
{en g/1).

Lactosa 55

CaCOq 10

Liquidos de maceracién

de maiz 35

MgS04 * 7H,0 3

KH,PO4 7

Aceite de maiz 2.5

Acido fenilacético 2.5

pH 6.5

Agua destilada hasta 1000 ml
CI-A: MEDIO COMPLEJO DE INOCULO PARA LA CEPA AS~P-78
(en g/1}.

Liquidos de maceracién

de maiz 20

Sacarosa 20

Extracto de levadura 5

Cacog 5

PH 5.7

Agua destilada hasta 1000 ml
CP-A: MEDIO  COMPLEJO DE  PRODUCCION PARA LA CEPA
AS-P-78 (en g/1)

Lactosa 50

(NHg4) 2804 4

CaCOj 5

Pharma med 20

Acido fenilacético 2.5

pH 6.8

Agua destilada

hasta 1000 ml

31
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. MEDIQS PARA FERMENTACION SOLIDA.

CP8:  MEDIO COMPLEJO DE  FERMENTACION  SOLIDA  PARA  LAS
CEPAS P~2, R-8, V-12 Y WISCONSIN 54-1255. (Somerson
modificade) (en g/l).

Lactosa 110

Glucosa 13

CaCo, 20

KH,PO4 6

Mgs0y 6

Ligquidos de maceracidn

de maflz 70

Acido fenilacético 1.3

Aqua destilada hasta 1000 ml
CFB-A: MEDIC cCOMPLEJO DE  FERMENTACION SOLIDA PARA LA
CEPA AS~P-78 (en g/l}.

Glucosa 14

Lactosa 75-

Cacoy 7.5

Pharma med 30

Acido fenilacético 1.2

pH 6.5

Agua destilada

hasta 1000 ml
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4.3. REACTIVOS.

4.3.1. AMORTIGUADOR DE FOSFATOS PARA EXTRACCION DE PENICILINA.

Se preparé el amortiguador para la extraccién de
penicilina disolviendo 6.4056 g de KH,PO4 y 0.2523 g de KyHPOy
en un litro de agua destilada, y una vez disuelto se ajustd el
pR para obtener un valor de 5.5.

4.3.2. AMORTIGUADOR DE FOSFATOS PARA HPLC.

Para la preparacién del amortiguador para HPLC se pesaron
6.4056 g de KH PO, y 0,5046 g de K,HPO4 en agua destilada y
desionizada para obtener un pH de 6.

4.3.3. REACTIVO DE DNS.

Se pesaron 7.5 de &cido 2,4-dinitro salicilico, 14 g de
NaoOH, 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.
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4.4. METODOS.

4.4.1. CONSERVACION DE CEPAS.

Las cepas fueron mantenidas en congelacién a -20°C y a
-80°C en solucién de glicerol (ai 25%) para mantenimiento a
mediano plazo, y para preservacién a largo plazo se
mantuvieron liofilizadas. A partir de estas cepas se aislaron
36 clones de cada una manteniéndose bajo las mismas
condicjones y estas Gltimas se utilizaron para el desarrollo
de este trabajo.

4.4.2. OBTENCION DE LA SUSPENSION DE ESPORAS.

Se prepararon matraces con 40 ml. de medic POWER, se
inocularon con 0.25-0.3 ml de suspensién de esporas y se
incubaron a 25°C durante el tiempo necesario para alcanzar la
esporulacién (variable segin la cepa utilizada). Una vez que
se presentd® la coloracién verde caracteristica de la formacién
de esporas, éstas se suspendieron en agua estéril con Tween 80
al 0.2% con ayuda de agitador y barra magnética, con cuidado
de no desprender micelio (cosecha de esporas). Se realizé la
cuenta de las esporas cosechadas en una cémara de Neubauer. La
suspensién obtenida se utilizé para inocular tanto los medios
de inéculo para fermentacién liguida (CL y CI-A) como los
medios para fermentacién sélida (CFS y CFS-A}.

4.4.3. REALIZACION DE LA FERMENTACION LIQUIDA.

a) Inéculo:

La FL reguiere de un inéculo en forma de micelio, para lo
cual se preparé medio CI & medic CI-A (dependiendo de la cepa
utilizada)., Se inoculé con 1x10% esporas/ml. Se incubb en
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matraces de 250 ml con 50 ml de medio a 25°C y con una
agitacién de 270 rpm. Este medio se utilizé para la obtencién
de micelio necesario para la incculacién del medio complejo de
produccién.

b) Produccibn:

Para la produccién de penicilina se prepararon matraces
de 250 ml con 45 ml de medio CP 6 medio CP-A. Se inocularon
con 5 ml de micelio crecido en medio complejo de in6culo y se
incubaron a 25° y 270 rpm. El tiempo de produccién varia
segn la cepa conforme se ver8 en los resultados presentados.

4.4.4. REALIZACION DE LA FERMENTACION SOLIDA.

a) Pretratamiento del soporte:

Durante el desarrollc de este proyectoe se enpled como
soporte bagacille de cafia de azGcar obtenido en el ingenio
azucarero de Zacatepec, Morelos, México.

El bagacillo se tamizdé en mallas No. 30 y 50 utilizando
Gnicamente las particulas retenidas entre estas dos mallas,
correspondiendo a un tamafio entre 0.297 y 0.59 mm.

Para el pretratamiento del bagacillo, se mezclé éste con
el 35% del agua total que se iba a utilizar en el medio y se
llevé a 3 1bjin2 de presién durante 30 min. una vez
transcurrido el tiempo de pretratamiento se esterilizé a 15
lb/in2 durante 15 min.

b) Preparacién del medio de cultivo:

Al bagacillo de cafia de azicar asi tratado se le adicioné
el medic CFS 6 CFS-A (dependiendo de la cepa utilizada) para
la obtencibtn del medio de cultivo sélido, Este medio contenia
70% de humedad y 30% de sélidos, incluyendo el soporte inerte
(bagacillo de cafa}. Es importante mencionar que se tomé en
cuenta el aporte de agua que proviene de la sguspensién de
esporas, Y que este varia dependiendo de la cuenta que se
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obtenga, de lo contrario, la humedad del medio se ve afectada.
El pH del medio se ajusté para comenzar la fermentacién con un
pH de 6.3.

¢) Condiciones de cultive:

El cultivo se realizé seqGn la descripcién de Raimbault y
Alazard (1980), en columnas que contenian 12 g de medio de
cultivo con una densidad de empaque de 0,23 g/ml,, sumergidas
en un bano de agua a 259C para control de la temperatura y con
una aireacién (aire hiamedo) de 2.4 1/h. El medio s6lido se
inoculé con una cuenta de 2x100 esporas/ml. HNo fue necesaric
utilizar un medio de inédculo como en el caso de la FL.

4.4.5. ANALISIS DE LAS MUESTRAS.

a) Fermentacién liguida:

Las muestras de FL se filtraron, se lavaron y se secaron
en un horho a 80°C hasta peso constante para determinar la
cantidad de biomasa. El filtrado se separé (antes de los
lavados) y se centrifugdé durante 3 min a 17000 g en una IEC
CENTRA-Mcentrifuge. La cantidad de penieilina, pH y azGcares
reductores fueron determinados en el filtrado.

b} Fermentacién sélida:

Para el muestreoc en FS se tomaron dos columnas completas
en cada tiempo, pesando la cantidad de medio de la columna. De
aquf se tomé 1 g para la determinacién de pH, 0.5 g se
utilizaron para extraer la penicilina producida y para
realizar la cuantificacién de azGcares reductores, 4 g se
lavaron y se secaron para determinar la cantidad de biomasa
producida y otros 4 g se secaron sin lavar para determinar la
humedad del medio.
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4.4.6. DETERMINACION DEL pH.

La determinacién del pH en las muestras de FL se realizé
directamente sobre el medio antes de filtrar.

Para las muestras de FS se mezcld 1 g de muestra con 10
ml de agua destilada agitando durante 10 min (agitador
magnético} antes de la determinacién.

4.4,7. EXTRACCION DE LA PENICILINA.

Se pesaron 0.5 g. de las muestras de FS y se ahadieron 1
ml de amortiguador de fosfatos de potasio (pH 5.5, 0.01 M.,),
se agité y se ajusté el pH entre 5 y 5.1 con H3PO4 diluido
(midiendo la cantidad de &cido agregado para tomarlo en cuenta
en los cdlculos de dilucién). Se centrifugdé a 2700 rpm (669
g), durante 20 min y se separ6é el sobrenadante, el cual se
utilizé para determinar la concentracién de penicilina y 1la
concentracién de azicares reductores.

4.4.8. CUANTIFICACION DE AZUCARES REDUCTORES.

Esta determinacién se realizé mediante el método del
Acido Dinitro-salicilico (DNS) (Miller, 1959}, el cual se basa
en la oxidacién del grupo reductor del azGcar y en la
reduccién del DNS para la obtencién de un producto colorido
caracteristico que se cuantificé por espectrofotometria a 575
nm. Se utilizé el filtrado de ia FL y el extracto de la FS, La
solucién patrén fue de glucosa.

4.4,9. CUANTIFICACION DE PENICILINA.

Se utilizaron dos métodos para determinar la
concentracién de penicilina. El primero fue el biocensaye con
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Bacillus subtilis ATCC 6633 y medio TSA (agar soya-
tripticaseina) al 1%. Esta técnica se basa en la formacién de
un hale de inhibicién del crecimiento, cuyo di&metro es
proporcional al logaritmo de la concentracién de penicilina.

Para la realizacién del bioensayo primero fue necesario
obtener una suspensién de esporas de Bacillus subtilis
inoculando el medio ME con 2 asadas procedentes de una colonia
aislada previamente en agar nutritive., Se realizé la
incubacién en matraces de 250 ml con 125 ml de medio a 30°C
durante 24 hrs con agitacién de 200 rpm. Cuando se obtuvo la
suspension, se determiné su densidad 6ptica (DO) a 340 nm y se
inoculé el medio TSA.

Se utilizaron cajas de acrilico de 30x30 cm Yy se
colocaron 350 ml de TSA inoculados con B. subtilis (0.2 ml de
suspensién de esporas con una D.O. de 1 para 100 ml de medio
TSA). Una vez solidificado el medio se hicieron pozos con un
sacabocados y se llenaron con 60 ul de muestra o solucién
patrén. Las placas se guardaron durante 60 min a 4°C para
permitir la difusién del antibiético y posteriormente se
incubaren a 35°C durante 16 hrs para la formacién de los halos
de inhibicién.

El segundo método fue la cromatografia de liquidos de
alta resolucién (HPLC); para la cuantificacién de penicilina
se utilizé una columna de fase reversa ¢'® con una fase mévil
de amortiguador de fosfatos de potasio (pH 6, 0.1 M) (BO%) y
acetonitrilo (20%) y un flujo de 1 ml/min. La penicilina
absorbe a una longitud de onda de 230 nm en el detector de

ultravioleta.

En ambos casos, el patrén utilizado fue una solucién de
sal potdsica de penicilina G.

i
i
i
1
i
i
3
t
i
1
f
f
1
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4.4.10. METODO DE CILINDROS DE AGAR PARA LA SELECCION DE CEPAS
DE Penicillium chrysogenunm.

Se prepararon cajas de Petri de 90 mm. con 30 ml de medio
POWER (con AFA y agar al 3%}. Cuando el medio se solidificé
completamente, se hicleron los c¢ilindros con un sacabocados de
8 mm de diimetro. Cada cilindro se inoculé en el centro con
esporas de Penicillium chrysogenum y se incubaron a 25°C. Una
vez que esporularon (96 hrs) se realizé un bioensayo. con los
resultados obtenidos se realizé una seleccisdn de mutantes
espontdneas de las cepas disponibles para probarlas
posteriormente en FS y FL.

4.4.11. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE OXIGENO Y
BIOXIDO DE CARBONO.

Para la cuantificacién de la concentracién de oxigeno y
de biéxido de carbono durante las fermentaciones se utilizé un
cromatégrafo de gases GOW-MAC con muestreo automdtico. Las
muestras que se analizaron en el cromatégrafo fueron
previamente secadas haciendo pasar el aire hiimedo por columnas
con silica gel con indicador de humedad.

4.4.12, METODO PARA EL ESTUDIO DEL EFECTO DE LA PRESION
OSMOTICA SOBRE LOS CLONES PROTOTIPO.

Se prepararon cajas de Petri de 90 mm. con 30 ml de medio
POWER (con AFA y agar al 33%) y concentraciones c¢recientes de
CaCly segGn la presidn osmética que se querfa obtener. El
cédleculo de la cantidad de CaCl; que se requiere se realizé en
base a la sigquiente férmula:
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donde T es la presidn osmbética del medio, n es el nGmero de
moles de todos los componentes que se encuentran disueltos en
el medio, R es la constante de los gases ideales, T es la
temperatura y V el volumen.

Una vez que el medio estuvo completamente solidificado se
hicieron cilindros con un sacabocados de 8 mm de didmetro y
cada cilindro se inoculd en el centro con esporas de P.
chrysogenum, incubando a 25°C durante el tiempo necesario para
que crecieran y esporularan. Una vez que se cobtuvo el color
verde caracteristico de 1la esporulacién se realizé un
biocensayo para determinar la actividad antibiética.
Posteriormente se determiné la biomasa de cada cilindro
mediante peso seco, lavando con agua caliente para disolver el
agar.
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5. RESULTADOS,

5.1, PERMENTACION COMPARATIVA EN BOLIDO Y EN LIQUIDO PARA LAS

DIFERENTEES CEPAS.

En este experimente se desarrollaron las fermentaciones
de penicilina, tanto en fermentacién sélida como en cultivo
sumergido (fermentacién liquida} para las cinco cepas:
AS-P-78, R-8, V-12, P~2 ATCC 48271 Y Wisconsin ATCC 54-1255.
Se utilizaron los medios especificos para cada una de las
cepas.

Durante la realizacién de la fermentacién s6lida para
cada una de las cepas se midieron los siguientes parametros:
pH, humedad, biomasa, consume de azticares reductores Yy
produccitn de penicilina, Se obtuvieron las cinéticas gque se
presentan en la Figura 6.

Posteriormente se realizaron las pruebas en FL con las
mismas cepas para poder hacer una comparacién entre FS y FL.
En la Figura 7 se presentan las cinéticas obtenidas para los
pardmetros medidos: produccién de penicilina, pH, consumo de
azficares reductores y biomasa,

En F8 (Figura 6) se observa que la humedad tiende a
elevarse conforme transcurre la fermentacién en todos los
casos. El comportamiento es muy similar para todas las cepas.
Puede observarse también que los niveles de biomasa son
distintos para cada una de las cepas, observindose mayor
crecimiento en la cepa R-8 y menor en la cepa AS-P-78. Sin
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embargo, este comportamiente no se refleja en el consumo de
azlcares reductores: la cepa V-12 consume mas lentamente los
azicares disponibles y la cepa Wisconsin es la m&s rdpida. En
todos los casos se consumen practicamente todos los azucares
reductores disponibles, pero a distintos tiempos. El
comportamientec de pH es muy similar para todas las cepas
excepto para V-12. En esta cepa, el pH baja bruscamente a las
90 hrs de 6.2 a 5.

En FL (Figura 7) las cinéticas para las distintas cepas
son mds heterogéneas gue en FS, tanto en pH, biomasa y consumo

de azlucares reductores.

Todas estas observaciones se hacen tomando en cuenta que
el tamafio del inéculo es el mismo para todas las cepas en cada
uno de los sistemas de fermentacién (ver Métodos).

En la Tabla 1 se muestran las producciones méximas y los
tiempos de produccién méxima de las diferentes cepas en ambos
sistemas de cultivo, asi como las productividades (producecién
maxima/tiempo) para cada cepa Yy se calcularon las
produceiones, productividades Yy tiempos relativos
(s6lido/1iquido).

Los factores de produccién relativa nos proporcionan una
medida que nos d& idea de gué tan buena es una cepa en FS en
relacién a su capacidad para producir en FL. Estos factores se
cbtuvieron dividiendo la produccién (mdxima) en FS entre la
produccién en FL. De manera similar se calcularon las
productividades relativas y los tiempos relativos. Todos estos
pardmetros se presentan en la Tabla 1.

En estos resultados se observa que la cepa de mayor
produccién en FL es también la mejor en F§ (P-2). Los tiempos
de produccion maxima son diferentes para cada cepa, pero
siempre son mas cortos en FS (aproximadamente la mitad del
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tiempo) como se observa en la tabla. Los tiempos de produccién
relativa no varian mucho, obteniéndose valores en un rango
desde 0.45 hasta 0.7,

Se observa en la tabla 1 que la produccién de penicilina
en fermentacién s6lida es mayor que en fermentacién liquida,
pero la peoduccién y la productividad relativas son diferente
para cada <¢epa, es decir, no todas las cepas tienen la misma
capacidad para producir en FS, obteniéndose valores de
produccién relativa en un rango desde 1.01 hasta 2.51. Los
tiempos en los cuales se alcanza la mixima produccién son
también m&s cortes en FS y ambos factores (produccién y
tiempo) provocan que se eleve la productividad.

En términos generales, las cepas que producen mejor en FL
presentan producciones y productividades relativas bajas. En
ambos sistemas de fermentacién, las diferencias entre cepas
son grandes.

Ademds se pueden apreciar diferentes perfiles en las
cinéticas de cada cepa estudiada. Esto puede ser una
caracteristica intrinseca de cada una de las cepas.
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FIG, 6. Comparacidén entre cepas en fermentacién sélida.
Cinéticas de produccién, pH, humedad, biomasa y utilizacién de
azGcares reductores: (%) AS-P-78, (~) P-2, (—s—)
Wisconsin, (43-) R=-8 y (—¢) V-12.



45
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FIG. 7. Comparacién entre cepas en fermentacién 2liquida.
cinéticas de produccién de penicilina, pH, biomasa y
utilizacién de azlcares reductores: ( —¥— )} AS-P-78, ( —f— )
P-2, (—+—) Wisconsin, (-8-) R-8 y { =) V-i2.



FPERMENTACION SOLIDA:

PROD. HAX, TIEMPO PRODUCTIVIDAD
CEPA (#9/9) thra) {ug/g-h)
AS-P-78 1366 92 14.85
R~8 1873 114 16.43
v-12 202 92 2,20
Wis §4-1253 1355 70 19.36
pe2 2085 115 18.13
FERMENTACION LIQUIDA:
PROD. MAX. TIEMPO PRODUCTIVIDAD

CEPA {ug/ml) (hrs) tug/g9-h)
, AS-P-78 783 132 5.93
R-8 633 136 4.65
v-12 200 131 1.53
W1S 54-1255 599 155 3.87
p-2 831 175 4.75
PRODUCCION PRODUCTIVIDAD TIEHPO

RELATIVA RELATIVA RELATIVO

CEPA {ps/pl) (PS/PL) (ts/tL)
AS-P-78 1.74 2.50 0.69
R-8 2,96 3,53 0.66
v-12 1.01 1.44 0.70
WIS 54-1255 2.26 5.00 0.45
p-2 2.51 3.82 0.65

TABLA. 1. Comparacién entre la FS y la FL de los clones de las
cepas AS-P-78, R-8, V-12, Wisconsin y P-2.
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5;2. AISLAMIENTO Y EVALUACION DE CLONES DE CADA CEPA.

Después de la fermentacién comparativa para las distintas
cepas en s6lido y liquido se realizé una prueba para
determinar la homogeneidad y las caracteristicas de la
poblacién que constituye a cada cepa (revertantes, mutantes
esponténeas, etc).

Para ello se aislaron aproximadamente 40 clones de cada
cepa mediante un aislamiento en placa de c¢olonias de
Penicillium chrysogenum (clones) de cada una de las cepas
disponibles: AS-P-78, R-8, V-12, P-2 ATCC 48271 y Wisconsin
ATCC 54-1255,

El aislamiento se realizé en medio POWER incubando a 25°C
durante 6 dias para permitir la esporulacién de las colonias.
Las esporas asi obtenidas se evaluaron mediante el método de
cilindros de agar para la seleccién de clones de Penicillium
chrysogenum. Se inocularon dos cilindros de agar por cada
colonia aislada y con los datos de didmetro de halo de
inhibicién se obtuvieron 1las curvas de distribucién de
frecuencia que se presentan en la Figura 8.

Posteriormente se realizéd un andlisis estadistico de las
cinco distribuciones para probar que las cinco cepas
provinieran de una poblacién con distribucién normal., Se
utilizé la prueba de Bondad de Ajuste de Kolmogorov-Smirnov y
se comprobé normalidad en las cinco cepas con un a= 0.05. Esta
prueba se realizé ya gque los experimentos siguientes tienen
tamafios de muestra pequefios, y el andlisis estaaistics cnn
muestras pequefias es menos poderosc, a menos gue se pruebe que
la distribucién de la poblacién es normal. De esta manera, los
resultados gque se obtengan en los siguientes experimentos
podrén ser analizados mediante métodos estadisticos
paramétricos.
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CEPA #.2 48271

Paimero de cleres

CEPA V-12

CEPA R-8

Nirnaro de clones.

Wiamera de doner

CEPA AS.P.78

CEPA WISCONSIN 54-1255

Mimarm ds dores

Nismiato de doner.

FIG. B. Clones evaluados por el método de cilindros de agar.
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Una vez de obtenidas las curvas de distribucién, se
seleccionaron 2 clones que formaron los halos de inhibicién
m&s grandes, 2 de tamafo medio y 2 méds pequefios (comparando
clones de la misma cepa) para su posterior estudio. Esto se
hizo para cada una de las cepas con el fin de probar 1los
clones seleccionados en FS y en FL.

Los clones seleccionados por el método de cilindros y sus
respectives halos de inhibicién del crecimiento de Bacillus
subtilis fueron los que se muestran en la tabla 5.2.

Este experimento nos permite observar en primer lugar que
las cepas no son homogéneas Y que exlisten clones dentro de
cada cepa con diferencias importantes en cuanto a medias, a
desviaciones y a rangos de variabilidad, por lo tanto se hace
aln mds importante esta seleccitn, ya que los resultados de
las fermentaciones anteriores serfan el ‘promedio® de todos
los clones existentes en las cepas, pero, como se ha visto,
gon cepas heterogéneas.

También se ha demostrade gue todas las poblaciones
analizadas tienen una distribucién normal, lo gue nos permitié
en experimentos posteriores, realizar andlisis estadisticos
con métodos paramétricos, los cuales son m&s poderosos gue los
andlisis no paramétricos para muestras con distribuciones
distintas a la normal.
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DIAMETRO DE HALO

CEPA CLON DE INHIBICION
AS-P=78 9 0.960
6 1.020
19 1.545
22 1.635
20 1.665
21 1.820
7 1.035
R-8 12 1.145
22 1.770
14 1.838
14 1,330
2 1.345
V=12 12 1.755%
23 1.850
24 1.940
17 1.360
7 1.445
p-2 9 1.890
4 2.005
2 2,015
12 2.060
1% 2.070
WISCONSIN 1 2.16s
17 2.165
4 2.310
6 2,365

TABLA. 2. Clones seleccionados por el método de cilindro de
agar Yy sus respectivos halos de inhibicién.
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5.3. FERMENTACIGN LIQUIDA Y SOLIDA DE LOS CLONES SELECCIONADOS

DE LA CEPA A8=-P-78.

El siguiente experimento consistifé en el desarrollo de la
Fermentacién S6lida y Liguida los clones seleccionados para
determinar la capacidad de cada uno de ellos para producir en
FS y en FL. Los clones seleccionados de la cepa AS-P-79
fueron: 6, 9, 19, 20, 21 y 22.

Se utilizaron los medios especificos para esta cepa
{mencionados en los métodos), tanto para la FS como para la
FL. Se midieron los parametros de biomasa, pH, consumo de
azGcares reductores, produccién de penicilina y humedad (en
FS). En la Figura 9 se presentan Gnicamente las cinéticas de
produccién de penicilina, tanto en FS como en FL.

Para facilitar el andlisis de los resultados, en la Tabla
3 se presentan los valores mdximos de produccién y tiempos de
produccién mixima, asi como 1los valores vrelativos de
produccién, productividad y tiempo para los clones de la cepa
AS-P-78.

Con esteos resultados se puede observar que la cepa AS-P-
78 es muy heterogénea, ya gque se aislaren clones con
producciones muy diferentes en FS5 (Rango:225-8750 ug/g). En FL
las producciones son mucho més bajas y las diferencias entre
clones no son tan grandes (Rango: 239-567 pug/ml)).

Se observa también que el clon # 20 es el mayor productor
tanto en FS como en FL. Sin embargo, el clon que presenta la
menor produccién en FS (clon 6) tiene una produccién media en
FL.

En cuanto al crecimiento en FS se puede comentar
(cinéticas de biomasa no presentadas) que el clon # 20 tiene
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un crecimiento medio en comparacién con los demés clones,
Alcanza a producir 1.5 mg de biomasa/g, mientras que el clon
19 es el que presenta mayor crecimiento (206 mg/g) y el clon
22 menor crecimiento (78 mg/g). Se observa una fase de
crecimiento exponencial entre las 40 y 1las 60 hrs
aproximadamente. Las cinéticas de pH en FS son prdcticamente
las mismas para todos los clones, igual gue la utilizacién de
azlicares reductores. La tendencia de la humedad es hacia el
aumento. Los clones 19 y 21 llegan hasta casi el 85% de
humedad al final de la fermentacién.

En FL se observan cinéticas de pH un poco mas dispersas.
El crecimiento exponencial se observa entre las 40 y las 65
hrs aproximadamente. No todos los clones consumen todos los
aztcares reductores disponibles. En FL la produccidén de los
distintos clones es muy baja con respecto a 1o que se
esperaba, ya que se hablan reportado mayores producciones para
esta cepa.

Se puede ver que el clon 20 puede ser un buen prototipo
para la caracterizacidn por ser el clon de mayor produccién,
asi como l0% clones 6 ¥y 9 que tienen producciones relativas
menores que 1.
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PRODUCCION DE PENICILINA
FERMENTACION SOLIDA
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FIG. 9. Cinétjicas de produccién de penicilina en FS y FL de
los clones de la cepa AS-P=-78: (——) clon 6, (—}—) <clon 9,

(=) clon 19, (&) clon 20, (-%-) clon 21 y (—)clon 22,
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FERMENTACION SOLIDA:

PROD. MAX. TIEMPO PRODUCTIVIDAD
CLON (1a/q) (hra) (kg/gh)
6 225 84 2.7
9 230 69 3.3
19 $30 69 7.7
20 8750 84 104.2
21 1627 84 19.4
22 464 84 5.5
FERMENTACION LIQUIDA:
PROD. MAX. TIEMPO PRODUCTIVIDAD
CLON {ug/ml) {hra) (ug/g-h)
6 326 161 2.0
9 392 161 2.5
19 417 161 2.6
20 567 162 3.6
21 486 143 3.4
22 239 161 1.5
PRODUCTIVIDAD
PRODUCCION RELATIVA RELATIVA
CLON {pe/pl) (PS/PL)
6 0.69 1.35
9 0.59 1.32
19 1.27 2.96
20 15.42 28,94
21 3.35 5,71
22 . 1,94 3.67

TABLA 3. Comparacién entre FS y FL de los clones de la cepa
AS-P-78.
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S.4, FERMENTACION LIQUIDA ¥ SOLIDA DE LOS CLONES BSELECCIONADOZ

DE LA CEPA R-8.

Para esta cepa se probaron los clones 7, 12, 14 y 22,
midiendo los sigquientes parametros: biomasa, pH, consumo de
azlicares reductores, produccién de penicilina y humedad (en
FS). Las cinéticas de producciébn para FS y FL son las gque se
observan en la Figura 10.

En FS para todos los clones se observa gque la produccién
comienza a las 75 hrs {Fig. 10}, totalmente desfasada con el
crecimiento, en donde hay una fase de adaptacién de
aproximadamente 45 hrs, al términe de las cuales comienza la
fase exponencial, que se detiene alrededor de las 95 hrs. En
cambio , Las cinéticas de pH y azlcares reductores son
similares para todos los clones; los azlGcares se consumen
practicamente en su totalidad. La humedad final alcanza
niveles de 78%.

En FL todas las cinéticas son pr4dcticamente iguales,
Solamente la produccién y el consumo de azlicares reductores
son distintos, pero siguiendo el mismo perfil. Se observa que
el clen 12 tiene comportamientos distintos a 1so demds clones
probados: aumenta la humedad durante la fermentacidn en mayor
grado, tiene un mayor crecimiento y por lo tanto utiliza més
rédpido los azficares reductores.

En la Takla 4 se presentan los resultados demuss®ran que
la cepa R-8 tiene productividades elevadas, tanto en FS como
en FL y la produccién es muy homogénea, nho existen grandes
diferencias, sobre todo en FL. Esto probablemente se debe a
que es una cepa de aislamiento reciente. Las producciones y
productividades relativas también son mds homogéneas que las
de la cepa AS-P-78. Todas son mayores a uno, lo cual significa
que los clones de la cepa R-8 tiemen mayor capacidad para
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producir en el sistema de FS que en el sistema tradicional en
liguido.

En esta cepa los tiempos de produccidén maxima en FL son
pricticamente los mismos gue para la cepa AS-P-78, pero en F§
los clones de la cepa R-8 son més lentos y tienen una mayor
dispersién.
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PRODUCCION DE PENICILINA
FERMENTACION SOLIDA
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FIG. 10. Cinéticas de produccién de penicilina en FS y FL de
los clones de la cepa R-8: (——) clon 7, (—=) clon 12, (-%-)
clen 14 y (-g-) clon 22.
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FERMENTACION SOLIDA:
PROD. MRX. TIEMPO PRODUCTIVIDAD
CLON (Hg/g) {hrs) (Hg/g-h)

7 2733 137 19.9

12 716 117.5 31.6

14 1935 117.5 16.5

22 2604 122.4 22.2
FERMENTACION LIQUIDA:

PROD. MAX. TIEMPO PRODUCTIVIDAD
cLot (#g/ml) {hra) (Hg/g'h)
7 739 1% 4.8
12 721 115 4.7
14 890 115 5.4
22 834 115 5.2

PRODUCTIVIDAD
PRODUCCION RELATIVA RELATIVA
CLON (ps/pl) {PS/PL).
7 3.70 4.15
12 5.15 6.72
14 2,18 2.89
22 3.2 4,11

TABLA 4. Comparacién entre FS y FL de los clones de la cepa
R-8



S5.5. FERMENTACION LIQUIDA Y SOLIDA DE LOS CLONES SELECCIONADOS

DE LA CEPA V~12.

Los clones de la cepa V-12 seleccionados (2, 12, 14, 23 y
24) fueron probados en FS y FL como se describe en los
métodos, midiendo 1la biomasa en cada punto, pH, consumo de
azlicares reductores, produccién de penicilina y humedad (para
FS) obteniéndose las cinéticas respectivas (Figura 11).

Para los clones de esta cepa se observé, tanto en FS como
en FL un comportamiento de pH distinto al que se presenta en
otras cepas. La cinética de pH observada es probablemente una
caracteristica asociada a la cepa.

Adem&s se observaron diferencias en FS muy marcadas en
los tiempos de crecimiento y esporulacién, con el siquiente
orden: 14>>12>24>2>23, lo cual se refleja en un menor tiemepo
de mAxima produccién para el clon 14, aunque se obtiene una
menor produccién (Fig. 11). En ningGn caso se utilizaron todos
los azlicares disponibles; permanecen sin consumirse entre 50 y
70 mg/q.

En FL el mayor productor es el clon # 14 (344 pg/ml)y es
el que mis crece. El clon gue presenta la menor produccién es
el #2 (136 pg/ml), no crece mucho y es el menoxr consumidor de
azlicares reductores.

Una comparacién entre la produccién obtenida por F§ y por
FL para los clones de la cepa V-12 se presentan en la Tabla 5.

La produccién de los clones de la cepa V-12 (Fig. 11)
muestra una variacién en la produccidén muy elevada, ya que el
rango es muy grande (310-1287). Esto se observa también para
los tiempos de produccitn mixima, en donde el rango va de 92 a
161 hrs. En general se observa que para los clones de esta

[N
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cepa, los tiempos de produccién wixima en FS son mids largos
gue en FL.

En FL las producciones tienen menor variabilidad, pero
los tiempos de produccién maxima son distintos, en un rango de
69.5 a 119 hrs). A pesar de esta heterogenidad no se observan
diferencias muy importantes en «cuanto a productividad
relativa. Unicamente el clon 23 tiene una productividad
relativa elevada. Los demds clones presentan casi el mismo
valor. El clon 6 no crecié en FL peroc en FS s{ se desarrollé
aungue presenta la produecién mAs baja. Para el resto de los
clones, todas las producciones y productividades relativas son
mayores gue uno lo que significa que todos los clones tienen
la capacidad para producir mds en FS que en FL, aunque no
todos en la misma medida.

La produccién en liquido es muy baja, practicamente la
menor de todas las cepas probadas. Este resultado no se
esperaba, ya que es una cepa de mutacién y aislamiento
reciente especial para FL (resistente a AFA). A pesar de ser
muy bajo el nivel de produccién, todas las cepas se comportan
préacticamente iqual, no hay mucha diferencia.
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FIG. 11. Cinéticas de produccién de penicilina en FS y FL para
los clones de la cepa V-12: (~e=) clon 2, {—}-) clon 6, (=¥)
clon 12, (-5~ ) clon 14, (—») clon 23 y (-O—) clon 24.
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FERMENTACION SOLIDA:

PROD. MAX. TIEMPO PRODUCTIVIDAD
CLON (ug/9) {hrs) {#g/a-h)
2 805 161.5 5.0
6 a1e 138.5 2.2
12 1028 161.5 6.4
14 825 92.0 9.0
23 1287 161.5 8.0
24 897 161.5 5.6
FERMENTACION LIQUIDA:
PROD, MAX. TIEMPO PRODUCTIVIDAD
CLON {ug/ml) (hrs) (Hg/g-h)
2 138 8s 1.6
[ - - -
12 298 119 1.9
14 344 119 2.2
23 189 %0 1.5
24 182 69.5 1.7
PRODUCTIVIDAD
PRODUCCION RELATIVA RELATIVA
cLon (pe/pl) (PS/PL)
2 5,90 3.13
6 - -
12 3.45 3.37
14 2.39 4.09
23 6.81 5.33
24 4,92 3.29

TABLA 5. Comparacidén entre FS y FL de los clones de la cepa
v-12,
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5.6. FERMENTACION LIQUIDA Y SOLIDA DE LOS CLONES SELECCIONADOS

DE LA CEPA pP-2.

Los clones seleccionados de la cepa P-2 (2, 4, 7, 9 y
17y, fueron probados en FS y FL. Se midié durante la
tfermentacién la biomasa, el pH, los azGcares reductores
consumidos, la humedad en FS y la produccién de penicilina. En
la Figura 12 se presentan las cinéticas de produccién para los
clones de la cepa P-2 en F§ y FL. A partir de estos resultados
se establecié una comparacién entre los diferentes clones
(Tabla 6) .

Los resultados en FS de los clones de la c¢epa P=-2
muestran una mayor produccién para el clon #4 (10555 pg/g)
alcanzando el méximo a las 138 hrs.La humedad en ese punto es
de 75.5%. Se observa un aumento de biomasa hasta las 90 hrs y
a partir de esta hora comienza a descender. La cinética de
humedad para este clon presenta una pendiente muy regular y
muy suave. .

El clon #9 produce 9696 ug/g y también alcanza su méximo
a las 138 hrs. La cinética de biomasa es paralela a la del
clon #4, pero ligeramente por encima., Las cinéticas de pH de
ambos clones son practicamente jdénticas, La humedad en el
punto de méxima produccién es de 74%. La produccién en ambos
. casos comienza a las 40 hrs y presenta dos pendientes.

El clon #2 presenta la produccidn mias baja (2797 ug/g) a
las 113 hrs. Es el clon que presenta la mayor humedad en el
punto de médxima produccién. Este clon esporulé mucho més
ripido y con un color mis fuerte gue los dem4s.

El clon #7 presenta un retraso.en el inicio de la
produccién, ya que comienza casi a las 100 hrs, pero tiene una
velocidad de producciédn inicial muy elevada.



En cuante a la FL el clon que presenta una mayor
producceidén es el # 17 (2090 ug/m)) a las 165 hrs, Sin embargo
ho presenta gran crecimiento en comparacién con les demés
clones de esta cepa.

Las productividades tanto en FS5 come en FL son muy
elevadas con respecto a las que se obtuvieron con los clenes
de las cepas AS-P-78, P-2 y V-12, Los clones 4 y 9 presentan
los valores mds elevados de produccién relativa (10.82 y 9.63
respectivamente. En general, los clones de esta cepa producen
mejor que los demas.

Comparativamente se observa gque el clon que presenta
mejor produccidén en s6lido también es el que menos produce en
liguido (#2). El clon que mis produce en liquido tiene un
comportamiento medio en FS (#17). El clon gue presenta mayor
produccién en FS presenta una produccién media en FL.

64
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FIG., 12, Cinéticas de produccién de penicilina en FS y FL para

los ¢clones de la cepa P-2: (-—»—) clon 2,

(-%-) clon 7,
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FERMENTACION SOLIDA:

PROD. MAX. TIEMPO PRODUCTIVIDAD
CLON (sa/g) (hrs) (pg/g-h)
2 2797 163 24.8
4 10555 138 76.5
7 6852 213 32.2
9 9696 138 70.3
17 5662 113 50.1
FERMENTACION LIQUIDA:
PROD. MAX. TIEMPO PRODUCTIVIDAD
CLON (ug/ml) (hrs) (#a/g-h)
2 645 43 7.8
4 975 67 9.1
7 1961 117 12.5
9 1006 43 12.1
17 2090 185 10.2
PRODUCCION PRODUCTIVIDAD
RELATIVA RELATIVA
CLON (ps/p1) (PS/PL)
2 4.34 3.18
4 10.82 8.41
7 3.49 2.57
9 9.63 5.81
17 2,71 4.91
TABLA. 6. Comparacién entre FS y FL de los clones de la cepa

P-2.
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5.7. FERMENTACION LIQUIDA Y SOLIDA DE LOS CLONES SELECCIONADOS

DE LA CEPA WISCONBIN ATCC 54-1255.

Para esta fermentacién se probaron les clones 1, 4, 6,
12, 15 y 17. Las cinéticas de produccién obtenidas en FS y FL
fueron las gque se presentan en la Figura 13. A partir de los
resultados obtenidos se estableci6é una comparacién entre
clones de la cepa Wisconsin 54~1255 (Tabla 7).

El ¢lon #6 de la cepa Wiscopsin presenta la mayor
produccién en FS, mientras que el clon # 15 produce la menor
concentracién. También se observa que la cinética de humedad
del c¢len # 4 es la gue presenta menores valores mieptras gque
la cinética de humedad del clon # 15 es la que tiene mayores
valores. El clon # 4 presenta también un mayor crecimiento que
todos 1o0s demis clones.

En cuanto a la Fl, para los clones de la cepa Wisconsin se
observa que el # 15 presenta la mayor produccién, mientras gue
el clon # 6 tuvo la produccién mis baja (siendo el de mayor
produccién en FS). Précticamente no hay diferencias en cuanto
a crecimiento en FL entre todos los clones.

En esta prueba se observa que el mejor clon en FS tiene
la produccién mas baja en FL y el c¢lon que mejor produce en FL
es el peor productor en FS.

En F5 se observa un crecimiente muy elevado en el clon 4.
La fase de adaptacién para los demds clohes se prolonga hasta
las 22 hrs aproximadamente. La fase exponencial va de las 22 a
las 72 hrs. Las cinéticas de pH son précticamente iguales., Los
azlcares reductores se consumen lentamente y no totallmente.
La produccién de penicilina comienza a las 38 hrs
aproximadamente, deteniéndose alas 65 hrs en promedio. Se
alcanzan humedades hasta de 75%.



En FL se observa homogeneidad en todas las cinéticas. El
clon 6 presenta un menor crecimiento (ligero) y los tiempos de
produccién varian para cada uno de los clones.

En estas dos fermentaciones se observan predominantemente
los valores elevados tanto en produccién relativa como en
productividad relativa. Los valores son mids elevados que los
gque se observan en promedio para las demas cepas, 10 que
significa que los clones provenientes de la cepa Wisconsin
tieren un potencial elevado para producir en FS. En general es
una buena cepa porqgue produce muy réapido.

Es importante mencionar que, de las cepas probadas, esta
as la mis silvestre, es decir, la que se ha manipulado
genéticamente en menor grado.
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FIG. 13. Cinéticas de produccién de penicilina en FS y FL para
los clones de la cepa Wisconsin 54-1255: ( —e—) clon 1, (~—)
clon 4, {—%¥-) clon 6, (—3) clon 12, (- ) clon 15 y (—o-)
clon 17.



FERMENTACION SOLIDA:

PROD, MAX. TIEMPO PRODUCTIVIDAD
CLON (ng/q) (hrs) (Ha/g-hy
1 2589 71 36.5
4 2803 71 39.5
[ 4531 61 74.3
12 4057 [13 61.5
18 2412 66 36.5
17 3684 61 60.4
FERMENTACION LIQUIDA:
PROD. MAX. TIENPO PRODUCTIVIDAD
cLon (pg/ml) (hras) (#a/g-h)
1 314 67 4.7
4 292 67 4.4
6 271 91 3.0
12 362 91 4.0
15 413 91 4.6
17 371 91 4.1
PRODUCCION PRODUCTIVIDAD
RELATIVA RELATIVA
CLON {pa/pl) (PS/PL)
1 8.25 7.77
4 9.60 8.98
6 16.72 24.77
12 1.2 15.38
15 5.76 7.93
17 9.93 14.73
TABLA 7. Comparacién entre FS y FL de los clones de la cepa

Wisconsin 54-1255.
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5.8. COMPARACION DEL DESARRCLLO DE LAB CEPAS ¥ LOS CLONES

SELECCIONADOS.

En esta seccién se pretende hacer una recopilacién de las
observaciones Y resultados més importantes de las
fermentaciones descritas anteriormente.

En primer lugar se observa (Tabla 8) gque las mejores
cepas en FL son también las mejores en FS, aunque se observa
también que las productividades relativas de las mejores cepas

productoras en sélido son bajas.

PRODUCCION PRODUCCION PRODUCTIVIDAD

CEPA EN FS EN FL RELATIVA.

P-2 2085 831 3.82

RrR-8 1873 633 3.53

AS~-p-78 1366 783 2.50
WISCONSIN 1355 599 5.00

V=12 202 200 1.44

TABLA 8. Producciones en FS y FL y productividades

relativas obtenidas con todas las cepas.

De los resultados obtenidos para las fermentaciones

correspondientes a todos los clones seleccionados se puede



observar un mayor rango de producciones relativas vy
productividades que las que se encontraron en las cepas
originales (Tabla 9). Hay un clon (clon 6 de la cepa
Wisconsin) que produce mis de 16 veces mejor en FS que en FL ¥y
otro (clon 20 de la cepa AS5-P-78) que presenta mis de 29 veces
mayor productividad. Al mismo tiempo fueron aislades dos
clones gue crecen mas en FL que en FS (clones 6 y 9 de la cepa
AS-P-78). El c¢lon # 7 de la cepa P-2 (la gque presenta mayor
produccién) se desarroclla y produce muy bien en FL, pero
practicamente no crece ni produce en FS. De manera inversa, el
clen 6 de la cepa V=12 crece y produce (pocc) en FS, pere no

crece en FL.

CLONES

CEPA RANGO PRODUCCION  RANGO PRODUCTIVIDAD RANGO TIEMPO
ORIGINAL RELATIVA RELATIVA RELATIVO

P-2 0.106-10.80 0.08- 8.40 0.50-1.34

R-8 2.18- 5.15 2.90- 6.70 0.67-0.78

v-12 2.39- 6.81 3.13- 5.33 0.77-2.32
AS-pP-78 0.60-15.40 1.30-25.00 0.43-0.59

WIs 5.76-16.7 7.80-25.00 0.46-0.66

TABLA 9. Rangos de desarrollo relativo (FS/FL) de los
clones derivados de cada cepa de Penicillium chrysogenum.
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Se puede observar también (Tabla 10), que el mejor clon
de cada cepa en FS es el de menor producciénen FL, y gque el
mejor clon productor en FL es el de menor produccién en FS.
Estas observaciones se dan en todas las cepas excepto AS-P-78,
ya gque en este caso la relaci6én es directa. Adem&s la cepa

AS-P-78 muestra relacién directa entre el didmetro de

inhibicién y las fermentaciones s6lida y liquida (Fig. 14),

MEJOR CLON DESARROLLO | MEJOR CLOJ DESARROLLO
CEPA EN FS EN FL EN FL EN FS
Wis 6 Bajo 15 Malo
R~8 12 Malo 14 Malo
P-2 4 Medio 17 Medio
v-12 6 Malo 14 Medio
AS-P-78 20 Alto 20 Alto

TABLA 10. Desarrollo en FL del mejor clon de cada cepa
en FS ¥y desarrollo en FS del mejor clon de cada cepa en FL.

Los comentarios anteriores se refieren al andlisis de los
clones de cada cepa por separado. Si se consideran a todos los
clones en conjunto se observa que 4 de los 5 clones con
mejores productividades relativas provienen de la cepa de nmds

baja produccién (Wisconsin 54-1255) (Tabla 11).
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Didmetro
del hela
fem) Penicilina (mg/g} Peniclline {rg/ml)
1 2000
4foal
41600
3
{1000
2
1 1500

nae  [Jr.soupa  HIr. uvauina
FIG. 14, Comparacién de la produccién en FS, en FL y el

didmetro del hale de inhibicién de cada uno de los clones de
la cepa AS-P-78.

PRODUCTIVIDAD
CRDEN ORIGEN CLON PRODUCTIVIDAD RELATIVA
(ng/g-h)
1 AS-P-78 20 104.2 28.9
2 WISCONSIN 6 74.2 24.8
3 WISCONSIN 12 61.5 15.4
4 WISCONSIN 17 60.4 14.7
5 WISCONSIN 4 39.5 9.0
6 p-2 4 76.5 8.4
7 WISCONSIN 15 36.5 7.9
8 WISCONSIN 1 36.5 7.8

TABLA 11. Clones que presentaron las productividades
relativas mis altas en el tiempo de méxima produccién.
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5.9. EVALUACION DEL METODO DE CILINDROS DE AGAR PARA LA

OBTENCION DE CEPAS SOBREPRODUCTORAS DE PENICYLINA.

Como se mencioné anteriormente, se tomaron los clones de
mayor produccién, asi c¢omo ejemplos de mediana y baja
produccibén en cada una de las distintas cepas. Las Tablas 12 y
13 se utilizaron para evaluar la eficiencia del método de
cilindros de agar para la obtencién de cepas sobreproductoras
de penicilina.

CLONES SELECCIONADOS POR CLASIFICACION EN
CEPA SU ELEVADA PRODUCCION EN FERMENTACION SOLIDA
: CILINDRO DE AGAR.

AS-P-78 20 ALTA
21 ALTA
R-8 14 MEDIA
22 ALTA
v-12 23 ALTA
24 MEDIA
P-2 2 BAJA
4 ALTA
WISCONSIN 4 MEDPIA
6 ALTA

TABLA 12. Nivel de produccién en sélido de las cepas que
resultaron altas productoras en cilindro de agar.



CLONES SELECCIONADOS POR CLASIFICACION EN

CEPA SU BAJA PRODUCCION EN FERMENTACION
CILINDRO DE AGAR. SOLIDA
AS-p-78 6 BAJA
9 BAJA
R-8 7 MEDIA
12 ALTA
v-12 2 MEDIA
14 MEDIA
P=2 7 BAJA
12 MEDIA
WISCONSIN 12 ALTA
15 BAJA

TABLA 13. Nivel de produccién en s&lido de 1las cepas que
resultaron bajas productoras en cilindro de agar.

Los resultados de estas tablas indican que de los clones
seleccionados en cilindro de agar por su elevada produccién,
el 60% resultaron de alta produccién en fermentacifn sélida y
solo el 10% de estos clones presenta una baja produccién.

Al observar la tabla 12 se puede apreciar gue el 40% de
las cepas seleccionadas como bajas productoras en cilindro de
agar resultaron bajas productoras en FS. El mismo porcentaje
se encuentra con las medianas productoras en FS y solamente un
20% resultaron buenas en FS.

Se encontré que existe relacién entre la produccién en
cilindro de agar y la produccidén en FS en la cepa AS-P-78, Yya
gue los clones que producen halo grande son buenos productores
en FS y los que producen halo pequefio son malos; pero para
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esta cepa, el cilindro de agar no es capaz de detectar al clon
excepcionalmente bueno, Para la cepa R-8 no se encontré una
relacién directa de la produccién en s6lido con respecto al
halo de inhibicién. Por el contrario, se observa una relacién
inversa. Pero si se encontrd una relacién directa entre el
halo de inhibici6n y la produccitén en liquide. En la cepa V-12
se observa que hay una cierta relacién directa entre el halo y
la produccién en FS, pero es mala, y no hay relaci6n entre el
halo de inhibicién y la produccién en FL. Para la cepa P-2 hay
una relacién inversa entre el halo y la produccién en FL y una
relacién directa entre halo de inhibicién y produccién en FS,
excepto para el clon 2. Por (ltimo, para la cepa Wisconsin se
observa una relacién m&s o menos directa entre el halo y la
produccidn en FS y una relacién inversa entre halo y FL.

Es importante hacer notar que estas observaciones se
hicieron dOnicamente tomande en cuenta el orden de las
magnitudes de las variables medidas (produccién y diémetro de
halo de inhibicién). En ningGn momento se tomé en cuenta la
correlacién estadistica.

Todas estas ohservaciones sa muestran en la Tabla 14, en
la cual se presentan en orden creciente la produccién en cada
uno de los sistemas y el halec de inhibicién.

Al evaluar los clones aislados de mayor produccidn con
respecto a la cepa original de la que se aisl6, se encontro
gque algunos clohes permitieron elevar la produccién en un
elevado porcentaje (Tabla 15}; el clon 20 de la cepa AS-P-78
produce un 640% mis gue la cepa AS-P-78 y el clon 4 de la cepa
P-2 produce 506% més gue la cepa P-2,



CEPA NIVEL HALO PROD. EN FS. PROD. EN FL.
AS-P-78 BAJO 9 9 6
6 g 6
MEDIO 19 22 9
22 i9 19
ALTO 20 21 21
21 20 20
R-8 BAJO 7 14 12
12 22 7
ALTC 22 17 22
14 14 14
V=12 BAJO 14 6 6
2 2 2
MEDIOQ 6 14 24
12 24 23
ALTO 23 12 12
24 23 14
P-2 BAJO 12 i5 6
7 17 4
MEDIO 9 7 9
ALTO 4 9 ?
2 4 17
WISCONSIN BAJO 12 15 6
15 1 4
MEDIO 1 4 1
17 17 12
ALTO 4 12 17
6 6 15

TABLA 14. Comparacién del desarrollo de los distintos clones
en los dos sistemas de fermentacién (FS y FL) con respecto al
halo de inhibicién.
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PRODUCCION PRODUCCION INCREMENTO EN
CEPA CLON EN FS RELATIVA TIEMPO LA PRODUCCION
(%)
P-2 Pa 2,084 2.5 115
P-2 4 10,555 10.8 138 506
p-2 9 9,695 9.6 138 465
p-2 17 5,661 9.9 113 271
AS~P-78| Pa 1,366 1.7 92
AS-P-~78 20 8,750 15.4 84 640
WIs Pa 1,354 2.3 70
WIS 6 4,531 16.7 61 344
WIS 12 4,057 11.2 66 300

Pa: cepa parental.

TABLA 15. Mejoramiento de cepas obtenido con los mejores
clones aislados.
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10. CARACTERIZACION DE LOS PROTOTIPOS BELECCIONADOS:

10.1. SELECCION DE PROTOTIPOS:

Con base en los resultados obtenidos anteriormente en las

pruebas en FS y FL para todos los clones, se seleccionaron
prototipos para su caracterizacién. Los clones seleccionados

fueron:

Cepa AS-P-78, cloh 19: presenta produccién baja (530 ug/g) y
su produccién relativa también es baja (1.27).

Cepa AS-P-78, clon 20:; tiene una elevada produccién (8,750
ug/g) y su productividad es elevada (104.2 pg/g-h), ya gue
el tiempo de produccién mixima es muy corto (84 hrs).
También presenta una productividad relativa (PS/PL) muy
elevada (28.94).

Cepa P-2, clon 2: presenta una baja productividad relativa
en comparacién a los clones de esta cepa (4.34 upg/g) y
esporula répida y abundantemente.

Cepa P~2, clon 4: presenta la mis elevada produccién (10,555
#g/g), aunque reguiere de mucho tiempo para alcanzarla (138
hrs) . Su produccién relativa es elevada (10.82).

Cepa Wisconsin, clon 6: presenta una elevada productividad
relativa (24.77). Produce epn Nuy poco tiempo (61 hrs) ¥y
esporula abundantemente.

Cepa Wisconsin, clon 15: tiene una baja productividad
relativa en comparacién con los clones de esta cepa (7.,93).
Produce tambié&n en poco tiempo (66 hrs)y esporula r&pido y
abundante.

10.2. CARACTERIZACION.

Para la caracterizacién de estas cepas se realizé una

nueva fermentacién s6lida para determinar las cinéticas de
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respiracién, de pH, de consumo de azficares, de biomasa, de
produccién, de esporulacién y de humedad. Esta Gltima
fermentacién se realizé por triplicado.

pH:

En cuanto a las cinéticas de pH, se observa en la Figura
15. que las tres cepas presentan perfiles distintos en el
comportamiento de su pH. Sin embargo, los prototipos que
provienen de la misma cepa tienen comportamientos similares.
Los prototipos de la cepa P=-2 presentan un aumento en el pH a
partir de las 50 hrs.

Es importante hacer notar gque este experimento inicié con
un pH muy bajo y que a pesar de ello tuvo un buen desarrollo.
Los prototipos 6 y 15 de 1la cepa Wisconsin dinician 1la
fermentacién en un pH adecuado. Se observa un incremento
importante al inicio de la fermentacién, pero posteriormente
vuelve a descender hasta el nivel de pH inicial y después
aumenta ligeramente durante el resto de la fermentacién, Por
Gltimo, para los prototipos 19 y 20 de la cepa AS-P~78, se
observa una ligera tendencia al aumento, pero el pH nunca se
eleva arriba de un pH de 7.

HUMEDAD.

En las cinéticas de humedad se puede observar que en
general, la tendencia es a elevar la cantidad de agua total
conforme avanza la fermentacién, y cada uno de los prototipos
alcanza humedades finales muy semejantes, como se observa en
la Fig. 16.

Todos los prototipos inician la fermentacién con valores
ligeramente  inferiores a 70% y terminan con  75%
aproximadamente. Se puede observar que la humedad aumenta méas
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FIG. 16. Cinéticas de humedad durante la fermentacién soélida

de los prototipos seleccicnados.

BIOMASA.

Las graficas de biomasa (Fig. 17} nos indican que los
prototipos de las cepas Wisconsin y AS-P-78 alcanzan una
concentracion de biomasa entre 150 y 200 mg/g. En cambio,los
prototipos 4 y 2 de la cepa P-2 alcanzan 900 y 600 ng/g
respectivamente. Se puede observar que el prototipo que
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presenta una mayer velocidad de crecimiento (pendiente de la
cinética en la fase exponencial) es el clon 6 de la cepa
Wisconsin, seguido por el clon 15 del mismo origen. Ambos
presentan una fase de adaptacién de aproximadamente 20 hrs y
la fase estacionaria se presenta alrededor de las 50 hrs.

PROTOTIFDS CEPA AS-P.78
WOMALL by

PROTOTPOS CLPA P2 PROTOTIFOS CEPA WISCONBIN
MORIASA oyttt MOMALS et

[ R R . " . [ [
Ture o

“ »
e

e gtel —eCioed mciome  mcrowty

FIG. 17. Cinéticas de biomasa durante la fermentacién sélida
de los prototipos. ’
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Los prototipos 19 y 20 de la cepa AS-P-78 son mds lentos;
crece mas abundantemente el clon 19 y no se presenta una fase
estaclionaria bien definida.

El caso de los prototipos de la cepa P-2 es especial, ya
que no se observa la fase de adaptacién; probablemente se
hubiera podido determinar sl se hubiera realizado un muestreo
entre los dos primeros puntos. La fase estacionaria se
presenta alrededor de las 65 hrs. §in embargo, el prototipo 4
tiene un aumento a las 120 gque es extrafio, ya que en ease
tiempo se encuentra en fase estacionaria. Este dato puede ser
un error experimental, pero si se compara con la grdfica de
produccién se observa que este incremento coincide con el
tiempo de producci6én mdxima.

CONSUMO DE AZUCARES.

Al observar las grdficas de consumo de azficares
reductores (Fig. 18) se puede apreciar que en ningtn caso se
consumen estos totalmente, Si se comparan con las cinéticas de
biomasa se observa lo siguiente:

El prototipo 19 de la cepa AS-P-78, gque consume azlcares
mds rdpidamente que el prototipo 20 del mismo origen, también
produce mayor cantidad de biomasa. Los dos prototipos de 1la
cepa Wisconsin consumen practicamente la misma cantidad de
azicares y tampoco se observa diferencia en la produccién de
biomasa. Para los prototipos de la cepa P-2 se observa gue el
niimero 2 consume una cantidad ligeramente mayor que el 4, lo
cual se refleja en la grifica de biomasa (excepto por el
aumento en la fase estacionaria, lo cual puede estar apoyando
la hipétesis de que sea un error experimental}. Son los
prototipos gque consumen mds azGcares, probablemente por el
tiempo que requieren para la fermentacioén.
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FIG. 18. Cinéticas de consumo de azlcares reductores durante
la fermentacidn sélida de los prototipos.

PRODUCCION DE PENICILINA.

En cuanto a las cinéticas de produccién se observa lo que
ya se habia determinado en los experimentos anteriores. Las
producciones miximas coinciden con las obtenidas
anteriormente, al igual que los tiempos de produccién maxima y
la forma de las cinéticas. Por lo tanto, se puede decir que la
seleccién de los prototipos fué correcta. ’



87

En esta determinacidén son muy claras las diferencias, a
pesar de que en los pardmetros mencionados en las grédficas
anteriores, las diferencias no son tan drdsticas. Se puede ver
que la dispersién en las primeras horas de muestreo no son muy
grandes, y gue esta dispersién se va incrementando conforme
transcurre el experimento, de manera gue al 1llegar al tiempo
de mdxima produccién se encuentra la mayor dispersién en los
puntos. Esta dispersién tambi&n parece depender de la cepa.

PROTOTIPOS CEFA ASP.78
CONC. DR FDMOLING g,

PROTOTIPOS CEPA P-2 PROTOTIPOS CEPA WISCONSIN
CONE. DY Hix A |0, o 20 O PAS g

U TR 2 T

FIG. 19%. Cinéticas de produccién durante la fermentacién
sélida de los prototipos.
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RESPIRACION.

En las Figuras 20 y 21 se presentan las graficas de
consume de O, y de produccién de COp. Se pueden observar
diferencias entre las cepas, Yy en algunos casos se presentan
diferencias entre los clones prototipo de una misma cepa,.
Estas diferencias se observan principalmente en la produccién
de COy. El inicio y el fin de la produccién ceoincide en todos
los casos con cambios de pendiente 0 puntos de inflexidén en
las grificas de consumo de 0, o de produccién de CO,. En
general coincide el inicio de la produccién con el fin del
descenso en la concentracién de Oy o con el fin del ascenso en
a concentracién de €0p. Ademds se observa una correspondencia
del final de la produccién con una estabilizacién a niveles
altos de Oy o bajos de COj3.

Los clones de la cepa AS-P=78 y P~2 tienen en comGn gque
los de elevada produccién terminan una fase de répido aumento
en el consumc de CO; antes que los clones de baja produccién.
En los «clones de la cepa Wisconsin parece que este
comportamiento es inverso.

ESPORULACION,

También se midié la cantidad de esporas gue produce cada
clon seleccicnado obteniéndose las gr&ficas que se presentan
en 1la Fig. 22. Se observan diferencias importantes en cuanto a
los tiempos del iniciec de la esporulacién; el prototipo 2 de
la cepa P-2 y los prototipos de la cepa Wisconsin comienzan su
esporulacidn aproximadamente a las 50 hrs. Los demas
prototipos esporulan un poco mds tarde. Entre los clones de la
cepa AS-P-78 y de la cepa Wisconsin précticamente no hay
diferencias. En los prototipos de la cepa P-2 hay diferencia
en el tiempo de inicio de la esporulacién. 8in embargo ambos
clones alcanzan el mismo ndmero de esporas al final, a pesar
de que a simple vista se apreciaban diferencias notables: el
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prototipo 2 presenta una coloracién mucho mas intensa que el
prototipe 4. Esto nos hizo pensar que este clon esporulaba
rapida y abundantemente, perc al hacer la cuenta de esporas Yy
obtener tan poca diferencia en el nGmero de esporas pensamos
que la diferencia en la coloracidén se debe dnicamente a una
mayor cantidad de pigmento en el prototipo 2. Podemos observar
también que la esporulacidén comienza précticamente al final de
la produccién en todas las cepas.

PROTOTIPOS CEPA AS-P-78

CONC. Ot OGN tn1

N T
Tovpe fheel

~-cowie S cowm
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1 ¥ ,‘CW.DI HXIOLND (%)

@ N N w4 @ 0w BN ] “ e ™ w w
TRMFO (sl TUNAG Bi),
clemz -ooes ——cims e=ciowis

FIG. 20. Cinéticas de consumo de O, durante la fermentacién
s6lida para los prototipos.
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FIG. 21. Cinéticas de produccién de COy durante la
fermentacién sélida para los prototipos.
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FIG, 22. Cinéticas de esporulacién durante la fermentacibn
s6lida en los prototipos.
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$.10.3. EFECTO DE LA PRESION OSMOTICA SOBRE EL CRECIMIENTO Y
LA PRODUCCION.

Para finalizar la caracterizacién de los prototipos
seleccionados se determiné la resistencia de cada uno de ellos
a la presién osmética. Para lograr esto se utilizaron
concentraciones crecientes de CaCly. Se determind el efecto de
la presibn osmética sobre el crecimiento y sobre la produccién
utilizando el método de cilindro de agar.

Se utilizaron los siguientes valores de presidn osmética:
T

3.35 (medio POWER)

10.00

18.00

26.00 (medlo de FS)

28.00

32.00

Mmoo 0O w>»

Los resultados de esta prueba se muestran en las Figuras
23 y 24. Se presentan las grificas obtenidas al medir 1la
biomasa y la producciébn a diferentes valores de presién
osmética en el medio (g ). La determinacién de biomasa se
realizé por peso seco fundiendo el agar gue contenia cada una
de las colonias, ya que para esta prueba se utiliz6 el mé&todo
del cilindro de agar. Una vez fundido el medic con agar se
lavé la biomasa con agua caliente. La determinacién de 1la
produccién se realizé por bioensayo.

En todeos los casos se observa una disminucién en el
crecimiento conforme aumenta la presién osmética del medio.
Unicamente el clon 20 de la cepa AS-P-78 presenta un ligero
aumento en crecimiento conforme aumenta la presién osmética,
pero la cafda de la curva es muy répida. Es deci;‘, gue un
incremento en la presién osmética le favorece hdsta clerto
nivel, en el cual el efecto negativo sobre el crecimiento es
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muy dréstico. El prototipo #2 de la cepa P-2 crece muy bien
con una presién osmética de 3.5 {alcanzan los niveles mas
elevados de biomasa), pero su crecimiento es réapidamente
afectado por la presién osmética. En cabio el clon #4 no crece
bien a esa misma presién, pero el efecto negativo sobre su
crecimiento es menor. Sobresale ante todo la resistencia de
los prototipos de la cepa AS-P-78 ante los diferentes niveles
de presiébn, ya que el crecimiento préicticamente no se ve
afectado hasta por lo menos una presién de 18 atm, aunque si
se sobrepasa este limite, el clon 19 ya no es capaz de
resistir y el clon 20 si tiene todavia esa capacidad., El
efecdto de la presién osmbtica sobre el crecimiento de la cepa
Wisconsin es menos dristico, pero se observa desde 10 atm de
presién.

En resumen en cuanto al crecimiento se observa gque la
' cepa.' Wisconsin es la m&s resistente. En la cepa AS-P-78 el
clon # 20 es mds resistente gue el clon # 19. Los dos clones
prototipe de la cepa P-2 presentan pricticamente la misma
sensibilidad, aungue el clon # 2 crece mis.
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FIG. 23. Efecto de la presifn osmStica sobre el crecimiento de
los clones prototipe de P. chrysogenum.

En cuanto a la produccién se observan en general
comportamientos muy parecidos entre las parejas de prototipos.
En la cepa AS-P-78 se mantiene el nivel de produccién hasta
una presiébn osmética de 10 atm, después de las cuales
desciende y wvuelve a ascender, pero sin llegar al nivel
original. Contrariamente a lo que se esperaba, la produccién
entre prototipos de una misma cepa es igual, no se observan
diferencias. Los prototipos de la cepa Wisconsin son los
Gnicos que crecen a una presién osmbtica de 26 atm, pero no
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producen. Los prototipos de la cepa P~2 se comportan mejor
alrededor de 18 atm.
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FIG. 24. Efecto de la presidn osmbtica sobre la produccidn de
penicilina (medida como halo de inhibicién en bioensayo).



6. DI BCUBION DE REBULTADOGS .

En los dltimos 10 o 15 afios se ha incrementado el interés
en la fermentacién sélida. De hecho se han aumentade vy
mejorado las metodologias utilizadas en este sistema y se han
intentado nuevas aplicaciones en diversas 4areas (Mudget,
1986). Ademids se ha visto gque estos estudios tienen
implicaciones importantes a nivel industrial y econdmico
(Shankaranand, 1992}. Sin embargo existe el problema de contar
con cepas adecuadas para este sistema de cultivo; esto es un
factor que limita la explotacién del potencial de este
sistema,

Hasta ahora todos los esfuerzos realizados para la
obtencidén de cepas especiales para FS se basan en la idea de
que las mejores productoras en FL tendr&n un comportamiento
similar en FS. La tendencia general consiste en tomar la mejor
cepa para FL y estudiar su potencial en el sistema de FS
{Shankaranand, 1992). Se supondria que, en este caso, la cepa
que produce bien en FL, al probarla en FS, produciria mejor,
ya que se mantiene su potencial y ademds se obtienen las
ventajas asociadas a la FSs.

Algunos datos reportados indican que tal vez el método
mencionado anteriormente no sea el mds adecuado, ya que han
encontrado que los cultivos de elevada produccién de enzimas
en FS producen poco en FL y viceversa. Esto aparentemente
indica que la capacidad de una cepa para producir elevadas
concentraciones de enzima sea determinado por la técnica de
fermentacién utilizada (Antier, 1i991; sShankaranand, 1952). Se
comienza a considerar que las cepas de elevada produccién,
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desarrolladas para su utilizacién en FL, son especialistas
para este sistema de cultivo, por lo tanto su-desempeho en FS
puede ser muy pobre. En otras palabras, estos microorganismos
pudieron haber perdido, durante su mejoramiento genético,
ciertas caracteristicas o capacidades que le permitfian
desarrollarse Sptimamente en FS, que es un medio m4s parecido
a su habitat natural que la FL (Barrios Gonzalez y col, 1991).
Los resultados encontrados en este tipo de trabajos indican la
necesidad de diseflar una metodologia especifica para e)
desarrollo de cepas para FS.

Bl desarrollo de esta investigacién estd enfocado a
establecer si, en el caso de los metabolitos secundarios (y en
particular en el de 1la penicilina), la eficiencia de
produccidén en FS depende de la cepa. Si este es el caso,
identificar 1las caracteristicas de 1las «cepas de alto
rendimiento en FS. Se pretende también que los resultados de
la presente investigacién sirvan como base para el desarrollo
de métodos de seleccién de mutantes o recombinantes de alta
produccién de pencilina (y otros metabolitos secundarios)
especiales para fermentacién sélida.
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6.1. EVALUACION DEL DESARROLLO DE LAS CEPAS.

En este trabajo se cuantificd la capacidad de diferentes
cepas para producir penicilina en Fermentacién S6lida, en
relacién a su capacidad para hacerlo en Fermentacién Liquida.
Los resultados muestran como primer punto gque no todas las
cepas tienen la misma capacidad para producir penicilina en FS
en relacidn a su capacidad para producir en FL (PS/PL). Es
decir, que algunas cepas expresan mejor que otras su potencial
en F$ ya que tienen diferente eficiencia en relacién al medio
liguido. También se demuestra como se habfia mencionado en el
trabajo de Barrios Gonzdlez y col (1988b), que los tiempos que
necesita el microorganismo para alcanzar su produceién maxima
en FS en general son mis cortos que en FL.

Anteriormente se mencionaron los trabajos gque indican gque
las mejores cepas en FL eran las menos eficientes en FS
{Antier, 1991; Shankaranand, 1992). Estos resultados se habian
obtenido trabajando con enzimas (pectinasas y o-amilasas). Sin
embargo los resultados de esta investigaciénindican que las
mejores cepas en FL son también las mejores en FS, aungue se
ha visto también gque las productividades relativas de 1las
mejores cepas productoras en sélido son bajas.

Con esto se puede afirmar que tal vez el potencial de
produccién de la cepa (indicado por su produccién en FL) es
uno de los factores mas importantes en el nivel de produccién
que podrén desarrollar en FS. También parece gue las cepas de
elevada produccién en FL no pueden expresar todo su potencial
en FS (esto se observa analizando los valores de productividad
relativa).
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6.2. EVALUACION DEL DESARROLLO DE LOS CLONES.

Al observar estos resultados se pensd en comprobar el
estado de cada cepa, ya que tienen distinto origen y han sido
manejadas en distintas condiciones. En geheral, una cepa es
genéticamente heterogénea, a menos gue haya sido aislada o
purificada recientemente. El grado de heterogeneidad también
depende de su manejo y condiciones de mantenimiento. Este
fenémeno es particularmente notable en cepas productoras de
metabolitos secundarios (Ball, 1980).

pPor este motive se aislaron aproximadamente 35 clones de
cada cepa para estudiar las caracter{sticas de poblaciones
estrechamente relacionados.

Se probaron los clones derivados de las cepas P-2, AS-P-
78, R-8, V-12 y Wisconsin y se ohservé un mayor rango de
producciones y productividades relativas gue las gue se hablian
encontrado en el anilisis de las cepas. Se encontraron clohes
que producen 16 veces mds en FS gque en FL y gue presentan mas
de 29 veces mayor productividad.

Los resultados obtenidos con los experimentos sobre los
clones confirman la conclusidn mencionada anteriormente:
algunas cepas (y clones) expresan mejor que otras su potencial
de produccién en FS.

Aunque se observd gue las cepas de elevada produccién en
Fermentacién Liquida muestran también una elevada produccioén
en Fermentacién S&élida, se econtrd una tendencia al
comportamiento inverso entre los clones de cada cepa.

Sin embargo el mejor clon de cada cepa en FS es el menor
productor en FL, ¥y gue el mejor clon de cada cepa en FL fué el
de menor produccién en FS. Estos comentarios son validos
excepto para la cepa AS-P-78, ya que en este caso la relacién
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fué directa. Es interesante hacer notar gue esta es también la
cepa mas heterogénea ya que presenta el rango mis amplio en
proudccién relativa.

Una vez mds se confirma gque los clones de mayor
produccién en FL no son tan eficientes en FS y viceversa.
Posiblemente los dos comportamientos inversos que se observan
(entre clones y entre cepas) se puedan explicar debido a las
granaes diferencias que hay en los potenciales de producci6n
entre las distintas cepas, las cuales pueden enmascarar la
tendencia inversa que se observa entre clones. Es decir, que
las diferencias de produccién entre cepas son tan grandes que
las mejores en FL resultan ser las mejores en FS. S8in embargo,
al realizar la prueba entre clones de una misma cepa se
encuentran niveles de produccién muy similares, por lo tanto
es posible observar esa tendencia inversa.

Como se mencion6é, la cepa AS-P-78 es la cepa mnmis
heterogénea y muestra una relacién directa entre el diédmetro
del halo de inhibicién y las fermentaciones sélida y liquida.
Este hecho puede estar apoyando la hipétesis mencionada en el
parrafo anterior.
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6.3. COMPARACION ENTRE CLONES Y CEPAS.

Los comentarios anteriores se refieren al anélisis de los
clones de cada cepa por separado. 51 se consideran a todes los
clones en conjunto se observa gque 4 de los 5 clones con
mejores productividades relativas provienen de la cepa de més
baja produccién (Wisconsin 54-1255). Esto puede estar
indicédndonos que las cepas més cercanas a la cepa silvestre se
adaptan mejor al sistema de FS y por lo tanto se desarrollan
mejor (tomando en cuenta su potencial de produccidn). Sin
embargo, también se puede ver gue los clones mas productivos
en FS son el clon 20 (AS-P-78), 4 (P-2), 6 (Wisconsin) y 9 (P-
2). En otras palabras, la mayoria provienen de cepas de alta
produccién en FL.

El comentario anterior complementa y confirma lo que ya
se habia dicho: que las cepas de mayor produccién adaptadas
para medio 1liguido no pueden expresar su potencial
completamente en el sistema de FS, mientras gque las cepas gque
se encuentran menos especializadas para la produccién en FL
(las m&s cercanas a la cepa silvestre) son las gque mejor
expresan su potencial en FS.

Esto probablemente se deba a que 1las cepas de baja
produccién aln mantienen ciertos genes o caracteristicas que
han perdido las cepas desarrolladas para FL y que les permiten
ser mejores para crecer y producir en FS, que es el sistema
que se parece mis a su habitat patural.

A pesar de ello, los clones gue mejor produjeron en FS se
derivan de las cepas de elevada producciédn en ligquideo, lo cual
sostiene la hipétesis de que el potencial de produccién de 1la
cepa es un factor determinante en el nivel de produccidén que
. se pueda obtener en FS.
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6.4. OBTENCION DE CEPAS ESPECIALES PARA FERMENTACION BOLIDA.

Es interesante notar que varios de los clones de elevada
produccién, que ya pueden ser considerados como especialistas
para Fermentacién S6lida, fuyeron aislados mediante
procedimientos convencionales. Es decir, simplemente se
realizé el aislamiento de coleonias y se utilizé para su
seleccién el método de cilindros de agar descrito
anteriormente {(Barrios Gonzdlez ¥ col, 1990b). Estos
procedimientos permitieron elevar la produccidén hasta 500 y
600 %. Esto significa gque un procedimiento eficaz para el
aislamiento de cepas especializadas para FS es el aislamiento
Y la seleccién de clones a partir de cepas de elevada
produccién en FL.

Seguramente se podrd desarrollar una metodologia
miseficiente al conocer mejor las caracteristicas distintivas
de las cepas con elevada eficiencia realtiva.



103

6.5. CARACTERISTICAS ASOCIADAS A LA ELEVADA PRODUCCION.

En cuanto a las caracterfsticas evaluadas en los clones
prototipo (de alto y bajo} rendimiento, se puede mencionar
gue, en cuanto a las cinéticas de pH no hay un perfil
establecido, sinoc que los clones gue provienen de la misma
cepa presentan el mismo comportamiento, por lo que se puede
decir que el perfil de la cinética de pH es una caracteristica
intrinseca de cada cepa.

La humedad en todas las fermentaciones sigue un mismo
patrén, independientemente del clon. Se hizo una comparacién
de las curvas de humedad obtenidas para los seis clones
prototipo y se encontrd que no hay diferencia significativa
entre ellas a un a=0.05. Esto significa gque las seis curvas
tienen practicamente el mismo origen y la misma velogidad de
aumento de humedad. Por lo tante la humedad no es una
caracteristica distintiva de cada uno de los clones.

La produccién de biomasa es distinta para cada clon
prototipo. En general, los clones de elevada productividad
producen mayor cantidad de biomasa en relacién a los
prototipos de baja productividad respectivos. Los clones
prototipo de la cepa P-2, a pesar de gue el inicic de su
produccién es tardado, produce gran cantidad de biomasa desde
el inicio de la fermentacién,

En cuanto a la respiracién, los clones prototipo de las
cepas A$-P-78 y P-2 coinciden en que los de elevada produccidn
finalizan una fase de ré&pido aumento en 1la velocidad de
consumo de Op antes que los clones de baja eficiencia. Sin
embargo, los clones prototipo de la cepa Wisconsin parecen
comportarse a la inversa. Lo anterior puede estar indicando
que una caracteristica importante en el nivel de produccién
gue se logre es la velocidad de consumo de Oj.
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La evaluaciébn de la resistencia a la presién osmbtica
revela que los clones prototipo de la cepa Wisconsin son los
mis resistentes a la presién osmética elevada, y que el clon
20 (mayor productor) de la cepa AS-P-78 es mds resistente gque
el clon 19 (menor productor) de la misma cepa. Esto puede
estar indicando que una caracteristica importante para el buen
desempefioc de las cepas en FS sea su resistencia a la presién
osmética, lo cual es de esperarse, ya ¢ue en este tipo de
fermentaciones se manejan valores de Aw de 0.96
aproximadamente, lo cual origina presiones osmbéticas elevadas.

Probablemente esta dltima caracteristica sea la mas
importante para el disefio de la metodologia de seleccién de
cepas especiales para Fermentacién Sélida.



7. CONCLUBIONES .

1. Las distintas cepas de Penicillium chrysogenum tienen
distinta capacidad (o potencial) para producir
penicilina en Fermentacién S6lida en relacjidén a la que
presentan en Fermentacién Liquida, Esto es, algunas
cepas expresan mejor gque otras su potencial de
produccidén {(indicado por su produccién en liguido).

2. El método de seleccién de cepas sobreproductoras de
penicilina G por medio del método de cilindros de agar,
es efectivo para localizar mutantes sobreproductoras
especiales para medio sélido. 8in  embargo, la
diferencia tan grande mostrada por alqunos clones para
producir en Fermentacién Sélida parece no ser detectada
por este método. Es decir, el método de cilindros de
agar para la seleccién de cepas sobreproductoras no es
capaz de detectar una o varias caracteristicas que
permiten al hongo una elevada produccién en
Fermentacién Sdélida.

3. E} potencial de produccién de una cepa es un factor
importante en la cantidad de penicilina que se puede
producir en Fermentacién Sélida.

4. Las cepas menos desarrolladas para Fermentacién Liquida
presentan una mayor productividad relativa al medio
sélido.

5. Las cepas de mayor produccién (desarrolladas para
Fermentacién Liquida), tienen wuna tendencia a no
expresar todo su potencial de produccién en
Fermentacién Sdélida. Sin embargo, ciertes clones
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derivados de ellos atn mantienen o© han recuperado
ciertas caracterfisticas que les permiten desarrollarse
bien en Fermentacién Sélida.

6. Se aislaron cepas de Penicillium chrysogenum
especificamente adaptadas a la Fermentacién en medio
56l1ido.

7. Se determind que la resistencia a presién osmotica es
una caracteristica importante gque se deberd tomar en
cuenta para el disefo de una metodologia para la
seleccidon de cepas adaptadas al medio Sélido.
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8. NOMENCLATURDA .

Acido a—aminoadipico.
L-g-aminoadipil-~L-cisteinil-D-valina,
Acido fenilacético.

Alimentos fermentados enriquecides en
proteinas.

Acideo 6-amino penicilanico.

American Type Culture Colection.

Medio complejo de Fermentacién sélida
para las cepas P-2, R-8, v-12 Yy
Wisconsin,

Medio complejo de Fermentacién Sé6lida
para la cepa AS-P-78.

Medio complejo de inéculo para las cepas
P-2, R-8, V-12 y Wisconsin.

Media complejo de indculo para 1a cepa
AS-P-78.

Coenzima A

Medio complejo de produceién para las
cepas P-2, R-8, V-12 y Wisconsin.

Medio complejo de produccién para la cepa
A5-P-78.

Agua de cocimiento de maiz.

Acido 2-4 dinitrosalicilico.

Densidad dptica.

Fermentacién sélida.

Fermentacién liquida.

Gramos de bagacillo fermentado seco.
Medio de esporulacién para Bacillus
suptillis.

Milimolar

Horth Regional Research Laboratories.
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ps/pl
PS/PL
rpm
TSA
UAM
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Froducecién relativa,

Productividad relativa.
Revoluciones por minuto

Agar de soya y tripticaseina.
Universidad Autdénoma Metropeolitana.
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