(ros libros de l‘dll()l‘lal ACRIBIA, S. A.,
sobre BIOLOGIA MOLECULAR
Y BIOTECNOLOGIA

BIOTECNOLOGIA

, O, M. v otros

(TRODUCCION A LA BIOTECNOLOGIA

W ¥ olros

OFECNOLOGIA BASICA

ler XD

II\I)\MI INTOS DE BIOLOGIA MOLECULAR
I" ¥ Hubble, 71,

t NOLOGIA DE LAS ENZIMAS

. 12,y Cove, S: N,
JLOGIA MOLECULAR DE LAS PI..QNTAS
I, & -’

HECNOLOGIA DE LA CERVEZA Y LA MALTA
(¥ David, W,

INECN
W. ¥ Primrose, S. B’

INCIPIOS DE MANIPULACION GENETICA

I R,

INGENIERIA GENETICA Y SUS APLICACIONES
M, D.y otros

TECNOLOGIA: LOS PRINCIPIOS BIOLOGICOS

I, M

LOGIA MOLECULAR Y BIOTECNOLOGIA

i

ENIERIA BlOQUIMICA

K. ¥ Jones, M. G. K. P
FTECNOLOGIA VEGETAL AGRICOLA

i A

NCIPIOS DE BIOTECNOLOGIA

A

NUAL DE BIOTF( NOLOGIA DE 1OS ENZIMAS

W \

FENOLOGIA. MANUAL DE MIc ROBIOLOGIA INDUSTRIAL

OLOGIA (INTRODUCCION CON E‘(PERIMENLI'OS MODELQ)

DE LA
FERMENTACION

OWEN P. WARD



80025 75540

BIOTECNOLOGIA
DE LA FERMENTACION

e —

OM PR A PDIDACLIBROY 28 - Ul -4

".‘L 102 S00 2| ay3z
" 2.




ara Alice, Conor, Evelyn y David

Biotecnologia
de la fermentacion

Principios, procesos y productos

Owen P. Ward

Professor and Director of the
Microbial Biotechnology Centre,
University of Waterloo, Canada

Traducido por:
Miguel Calvo Rebollar

Profesor Titular
Departamento de Tecnologia v
Bioquimica de los Alimentos
Facultad de Veterinaria
Liniversidad de Zaragoza

Imilia Sevillano Calvo
I icenciada en Ciencias Quimicas

Fditorial ACRIBIA, S. A.
ZARAGOZA (Espafia)



0 original: Fermentation Biotechnology

e Owen P, Ward

srial; Open Universily Press

cdition s published by arrangement with Open University Press, Milton Keynes

Copyright © Owen P. Ward 1989

© De la edicién en lengua espafiola
Editorial Acribia, S. A. Apartado 466
50080 ZARAGOZA (Espaia)

LS.B.N.: 84-200-0706-4

W EN ESIANA PRINTED IN SPAIN

wervados todos los derechos para los pafses de habla espaiiola, Este libro no podrd ser reproducido
en forma alguna, total o parcialmente, sin el permiso de los editores.

o legal: Z-1.327-9) Editorial ACRIBIA, S.A. - Royo, 23 - 50006 Zaragoza
Tipo Linea, S.A. - Isla de Mallorca, s/n. - 50014 Zaragoza, 1991

PHHOBD vivivesinias

Indice de contenido

T T

ASTIIOCTIIENTOF ) s vt ccns dhvvcisiaiicai s o O s s s

Capitulo 1

Capitulo 2

Capitulo 3

RORPOBIECIONE oosisoivinsss five ek nids i de b v s onaansaiinns
La fermentaciéon como un antiguo arte ...................
La era moderna de la tecnologia de la fermentacién
Impacto de las tecnologias de hibridomas y de DNA
fecOmbINaNE S i, S anl Tl Tnsa iy =

Biologia de los microorganismos de uso industrial ....
istivoroy e (o)) ORTMRERNRRURAMREGRE LS L) . S
Microorganismos industriales ............cccoveieieninnrennes
Crecimiento celular ........... L i
MetabolBIIO. ... it STl s v S
Regulacién del metaboliSmo .....c.cccvvviiiiiienrenrenrsanen
Asimilacidn del substrato/secrecién del producto ......

Sistemas; de Termenbaciln. /... crovisrirmosretesnssusraros s
Procesos continuos y diSCONtiNUOS .......ceveevernersrennes
Disefio del fermentador ...cciiusiibvi it it irie
Fermentaciones en substratos s6lidos ...........ceceenieees
Instrimentacion ¥ CONEIOL . iici i ittorses vos ioneirsiosas

-

14

17
17
17
27
31
36
41

47
47
52
65
67



Capitulo 4

Capitulo 5

Capitulo 6

Capitulo 7

Capitulo 8

Capitulo 9

Capitulo 10

Maierias primas utilizadas en fermentacion ............. 73
Criterios utilizados en la formulacion del medio ....... 73
Medios de fermentacién microbiana .............cevveern.. 81
Medios de cultivo de células animales ...........cceuve.... 83
Medios de cultivo para el crecimiento de células

U oz PR AR R ey 1 b NEPLEE. I SRS 87
Mantenimiento del medio de cultivo ........ccocvvirvninens 88
Procesado de la corriente de salida ........................ 89
Eris T Vo o oL SRR, . SRR <) SN 89
PLOcesos: derseparaditm S st Biccaaccsmssinsassianies 91
Ejemplo de procesos de recuperacion ..................... 104
Produccidon de biomasa ............c.coeeiivieiiiiiniieniens 111
TAPOBUCEION - iivicbuans ivissss b essabiinshbsissrs sapisavanivsasi 111
Produccién de proteinas de organismos unicelulares .. 112
INGenlos MICTOBIATIOR .ivisciisismrnninvinsnssmsasninsonnsraane 126
Fermentaciones de los alimentos .............coccoviiiinns 133
Bebidas RlCoRGHCAn o coiviiiiarinmnimme ssans it 133
FAbricacion #e: guest: .oz iitsiiianeas saplisnsssdvsvt 148
Fabricacién de pan .......... ORI T L
Alimentos basados en soja fermentada ................... 152
Productos carnicos fermentados ...........cccoeeeniininiins 155
WIS ovcisaanassns sy sosnns T csr e URAT NS T o d IS p e kaE o 155
Compuestos quimicos industriales .......................... 159
Compuestos quimicos OTZANICOS ....cvvvveririaraserenrneans 159
AERI: BB ATEREG) & i e i VS e SR I e e ieei s st ST
BIGROIRRRIOS | s i siansnissis s ra NIRRT N TR o o s SEiat St 178
B B L S L o e e h i Pyl e 181
F T g T T T IS Y & IO 1 AN et 183
LU Yot SRR O, SN DAL WSRO ST - S L 183
o o D RN | OB P S et S 191
DRI A B, e, L L o i St e L L 194

CIRREATLY COIBE, X s At ot ¥ apa S o ST L e

Productos para uso médico ..........cooevvnniirenicnnninn... 199
ANtIBIGUIEOB Y .14 it sivrsarassesstisunitneriansvsnsearassreend 199
Obtencion de esteroides por fermentacion ............... 207

Capitulo 11

Capitulo 12

Alcaloides del cOMMEZULIO .........overracsenivtornsrsessonssss
Productos microbianos obtenidos con tecnologia
de DNA recombinante ....
Anticuerpos monoclonales dnyin
Otros productos de cultivo de céiulas de mam1feros
Agentes anticancerosos ...... o
Otros agentes farmacoldgicos mlcrobranos ...............
Produccién de shikonina por cultivo de células
vegetales ......

Enzimas industriales ....................ccoooviiiiiiiiiinininns
Aplicaciones de 105 enzimas ..............cocovveievvireininss
NOSVOR! AVBIOESE: <v.usiviwein s ivsts s miib ety iasisistis

........................................

Enzimas recOmbINAntes .......cc.oevueeemmrversssssssssssseenns

Tratamiento de residuos ...............ccovveveeivnvrnivnnnn,

Introduccidn .........ue.ee...

Sistemas de tratamiento de desechos PP, 0

Inéculos microbianos y enzimas para el tratamlento
de desechos .ovuvivioaioincs

.........................................................................

......................................................................

212
214
220
225
227
231

231

233
233
235
242
247

249
249
250

255



Prologo

En muchas formas, el proceso de la fermentacion representa un eslabdén o
puente esencial, ya que vincula, por ejemplo, las antiguas artes de elaboracién
de gqueso, vino y alimentos fermentados orientales mediante el empleo de una
flora microbiana natural con la moderna industria de fermentacion de alimen-
tos que utiliza cultivos puros y un sofisticado equipo de control del proceso,
usf como las prdcticas antiguas de produccién de algas para consumo alimenta-
rio en tanques alcalinos con el proceso de produccién a gran escala de proteinas
de organismos unicelulares, diseiiado recientemente. El desarrollo con éxito del
proceso de fermentacion ha permitido, a partir de las observaciones de Alexan-
der Fleming acerca de los efectos antagonistas del Penicillium notatum respecto
ul Staphylococcus aureus, evolucionar hasta la gran industria de los antibioti-
vos, Existen ademds muchos otros ejemplos histéricos. Recientemente, la fer-
mentacion ha emergido como una tecnologia fundamental y vital, como la fuerza
integrante de la biotecnologia moderna. El desarrollo de la tecnologia de la fer-
mentacion depende de los logros de los biélogos moleculares y celulares y de
los ingenieros de procesos, lo que vincula la ingenieria genética con los proce-
sos industriales a gran escala comercialmente viables. El espectacular avance
ile la tecnologia de hibridomas y la comercializacién del primer proceso en planta
de cultivo de células han conducido a que el fermentador sea un instrumento
de produccién, no sélo para la manufactura de productos microbianos sino tam-
bién para la de células obtenidas de mamiferos y plantas, La necesidad de con-
trolar mejor el proceso de fermentacion, de forma mds automdtica, y el desa-
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rrollo de dispositivos de deteccidn bioldgicos o biosensores ha unido la biologia
con I electronica y la tecnologia de computadoras. La expansion de la activi-
dud comercial en las préximas décadas, resultante de las investigaciones en bio-
logla molecular y celular, asegura a la tecnologia de fermentacién un brillante
futuro. A largo plazo, la fermentacién de materias primas renovables puede reem-
plazar a los combustibles fésibles no renovables como fuente de compuestos
¢uimicos, Este libro, enfocado en los fundamentos, procesos y productos, in-
tenta abarcar todos estos aspectos.

Agradezco especialmente a mis colegas el Dr. C. W. Robinson, del Departa-
mento de Ingenieria Quimica, y al Dr. B. R. Glick, del Departamento de Biolo-
gia de la Universidad de Waterloo y a mi ex-colega, el Dr. M. Clynes, de la Es-
cuela de Ciencias Bioldgicas, N.I.LH.E. de Dublin, el haber revisado cada una
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Capitulo 1

Introduccion

La fermentacion como un antiguo arte

En términos generales, la fermentacion implica el empleo de microorganis-
mos para llevar a cabo transformaciones de la materia orgdnica catalizadas por
enzimas. La fermentacion ha sido realizada como un arte durante muchos si-
glos; por ejemplo, la elaboracion del vino se cree que se practicaba ya al menos
10.000 anos a.C. mientras que los historiadores creen que los egipcios produ-
clan cerveza en los afios 5000-6000 a.C..dejando germinar la cebada en vasijas
de barro y después estrujandola, amasdndola y finalmente remojdndola con agua
para obtener la bebida. Hacia el afio 4000 a.C. los egipcios utilizaron las leva-
duras de la cerveza para la produccién de didxido de carbono para el hincha-
miento de la masa del pan."En Méjico, los antiguos aztecas recogian algas del
pénero Spirulina de estanques alcalinos para el consumo alimentario. Los ori-
genes de una gran variedad de alimentos y salsas fermentadas procedentes del
Oriente y de otras partes del mundo, que actualmente se sabe que estdn basados
en procesos de fermentacion, produccion de enzimas e hidrélisis enzimatica me-
diante métodos de cultivo de superficie, se remontan claramente a muchos mi-
les de afios. Los datos acerca de la transformacion de la leche en derivados ldc-
teos, por ejemplo queso, se remontan al afio 5000 a.C. cuando se observd que
la leche contenida en los estémagos de las terneras (que tienen enzimas que coa-
gulan la leche) se cuajaba. El vinagre probablemente se conociera desde el mo-
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mento en el que se obtuvo vino, aunque los datos mas tempranos referidos a
este compuesto se hallan en el Antiguo y Nuevo Testamento. Las primeras refe-
rencias para destilar alcohol para bebidas datan del afio 10000 a.C. en China.

La produccion de alimentos y bebidas modificadas mediante procesos de
fermentacion es operativa desde aproximadamente 10.000 afos antes de que se
reconociera la existencia de los microorganismos, siendo también evidente que
estas teenologias tradicionales han ido mejorando gradualmente. El examen mi-
croscdpico de los sedimentos de las urnas de cerveza excavadas que datan del
3400 al 1440 a.C. demuestra claramente que la mayoria de las veces contienen
levaduras, observandose también que en los sedimentos mds recientes su pureza
€s mayor.

Desde el punto de vista farmacéutico, los quesos, la carne y el pan enmohe-
cidos se han empleado en la medicina popular durante miles de afios para curar
heridas y tratar las infecciones. Retrospectivamente, los efectos beneficiosos de
tales tratamientos se debian indudablemente a su actividad antibidtica.

La era moderna de la tecnologia de la fermentacion industrial

TECNOLOGIA MICROBIANA

Antonie van Leeuwenhoek, un helandés pionero en el uso del microscopio,
fue ¢l primero en observar las levaduras al examinar gotas de cerveza fermenta-
da con un microscopio primitivo en 1680, aunque este descubrimiento pronto
fue olvidado y la fermentacion continud siendo estudiada casi exclusivamente
por los quimicos, como habia ocurrido hasta entonces, quienes no considera-
ron que en este proceso estuviese implicada la materia viva. Posteriormente en-
tre 1836 y 1837 tres investigadores, Cagniard-Latour, Schwann y Kutzing mani-
festaron independientemente su opinién de que las levaduras eran una «cosa»
viva, idea que fue ridiculizada por un cierto nimero de quimicos eminentes,
entre ellos Berzelius, Wholer y von Liebig. En 1847, Blondeau, profesor de fisi-
ca, estudid las fermentaciones que implicaban a los dcidos ldctico, butirico y
acélico y a la urea y parece que fue el primero en manifestar que las diferentes
fermentaciones eran llevadas a cabo por distintos «hongos». A pesar de estas
observaciones, no fue hasta 1856-7 cuando Louis Pasteur, habiendo llevado a
cabo investigaciones detalladas acerca de las fermentaciones de la cerveza y el
vino, concluyé finalmente que las levaduras vivas fermentaban el aziicar en eta-
nol y diéxido de carbono, cuando eran obligadas a vivir en ausencia de aire.
Pasteur también estudié muchas otras fermentaciones. Por ejemplo, observé que

INTRODUCCION :

un organismo (probablemente un Penicillium) fermentaba selectivamente el D-
tartrato amonico en una mezcla racémica de D y L-tartrato; también observé
codmo unos organismos cilindricos producian dcido butirico sdlo en condicio-
nes anaerobias y ademas investigé la produccién de dcido acético por fermenta-
cion. En los afos setenta del siglo pasado Pasteur, junto con otros investigado-
res, observo los efectos antagonistas de un microorganismo frente a otros y pre-
dijo sus aplicaciones terapéuticas potenciales. Otro hito importante en el avan-
ce de la microbiologia industrial y médica data del 1881, cuando Robert Koch,
médico, explord el desarrollo de técnicas de cultivo puro asi como otros méto-
dos bacteriolégicos cldsicos utilizados hasta la fecha.

Dos elementos vitales condicionaron el inicio de la era moderna de la tecno-
logia de la fermentacién industrial: el empleo tradicional de mohos y levaduras
en la modificacion de alimentos y bebidas y los estudios microbiolégicos pio-
neros de cientificos como Pasteur y Koch. La tecnologia de los procesos de fer-
mentacion en superficie o semisélidos ha sido desarrollada a través de la pro-
duccion de alimentos orientales; la capacidad de los mohos para hidrolizar el
almiddn y las proteinas, por ejemplo, en la produccién de salsa de soja, ha pre-
parado el camino hacia la produccién de enzimas industriales. Las fermenta-
ciones anaerobias, particularmente la produccion de bebidas alcohdlicas, ha-
bian sido ya desarrolladas y caracterizadas en alguna extension. El cultivo de
algas y mohos ha cimentado el proceso industrial de obtencion de proteinas ali-
mentarias microbianas (proteinas de organismos unicelulares, SCP) y de in6cu-
los de microorganismos. La produccién tradicional de vinagre y mds reciente-
mente los estudios de Pasteur acerca de la produccién de dcidos han preparado
¢l camino hacia el desarrollo de fermentaciones que produzcan acidos orgéni-
¢os. El desarrollo de la metodologia de cultivos puros por Koch ha proporcio-
nado técnicas para estudiar las aplicaciones industriales de cepas microbianas
individuales y ha dado paso al empleo de cultivos puros, medios esterilizados
v condiciones asépticas en las fermentaciones industriales.

CULTIVO DE CELULAS DE ANIMALES Y PLANTAS

Aunque las técnicas de cultivo de células de mamiferos in vitro se vienen
practicando desde hace un siglo, en general los avances en este drea han tenido
lugar més recientemente que los de la tecnologia microbiana. Roux, en 1885,
llevé a cabo los primeros experimentos de «explantacién» utilizando tejidos vi-
vos de embrién de pollo. Hacia 1910, Harrison y Carrel desarrollaron muchas
de las técnicas cldsicas de cultivo de células de mamiferos, definiendo la com-
posicion de sales y aminodcidos del medio de cultivo, usando por primera vez
como suplemento plasma o linfa coagulada para estimular el crecimiento y di-



4 BIOTECNOLOGIA DE LA FERMENTACION

seflando biorreactores para la produccion de virus ¥ otros productos. En 1950
Morgan y sus colegas desarrollaron el primer medio definido quimicamente ca-
paz de mantener el crecimiento de embriones de pollo durante 4-5 semanas. En-
tre 1955 y 1960, Eagle y colaboradores definieron muchas de las necesidades
nutritivas de las células de mamifero cultivadas. Las exigencias de vitaminas y
aminodcidos especificos determinadas por este grupo para el crecimiento repro-
ducible de células L han servido de base para la mayoria de las formulaciones
habituales para el cultivo celular de lineas especificas. Estos avances han permi-
tido a partir de los afios cincuenta el desarrollo de las vacunas viricas median te
lécnicas de cultivo celular y han dado Paso a una mayor expansién en el uso
industrial de cultivos de células para la produccién de anticuerpos monoclona-
les y otros productos hacia mitades de los ochenta.

El primer cultivo con éxito de células vegetales fue llevado a cabo por Gaut-
heret en 1934, Durante los afios cincuenta y sesenta las técnicas de cultivo de
células vegetales se desarrollaron hasta una etapa en la que sus aplicaciones en
horticultura y agricultura para el desarrollo de cepas resultaron ubicuas. En los
ultimos afios de la década de los cincuenta y los primeros de la de los sesenta
se logrd el cultivo a gran escala de tabaco y de una gran variedad de células
vegetales. También ha ganado interés el empleo de cultivos de células vegetales
para producir plantas con metabolitos secundarios de gran valor. En 1985, Mit-
sui Petrochemical Company de Japon comenz6 la produccion de shikonina uti-
lizando Lithospermum erythrorhizon, siendo éste el primer caso de produccidn
comercial de un metabolito secundario vegetal mediante cultivo de células.

FERMENTACIONES EN ALIMENTOS

Mientras que las fermentaciones alimentarias industriales modernas se de-
sarrollaban a partir de procesos de fermentacién tradicionales, las fermentacio-
nes alimentarias por s{ mismas también continuaban su avance tecnoldgico. Pro-
cesos tales como la fabricacién de pan, queso y cerveza asi como la de bebidas
alcohélicas, se han desarrollado hasta satisfacer las exigencias comerciales mo-
dernas de produccién a gran escala, calidad constante y elevada, costos compe-
titivos y variedad de productos. Las preparaciones normalizadas de levaduras
de panaderfa y cultivos «starters para productos ldcteos y el empleo de enzimas
industriales han mejorado la eficacia asi como la automatizacién ¥ control de
calidad de los modernos procesos de fabricacién de pan y de fermentacién de
la leche.

La fermentacion de la masa de pan se acelera mediante el empleo de una
mayor proporcién de levaduras a temperaturas mds elevadas. El uso de amila-
sas microbianas libera aziicares fermentables a partir de los granos de almidén,
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proporcionando asi azucares a las levaduras para que fermenten liberan‘cfo bur-
bujas de CO;, lo que eleva la masa y da al pan su Lexu_xra c_a:aclcfislltua. Las
proteasas microbianas se utilizan frecuemement‘e para hu_iro.h.zar parcialmente
las proteinas del gluten del trigo, facilitando asi la manejabilidad de la masa,
incrementando el volumen de la hogaza y mejorando su forma.

El empleo de cultivos «starter» en la elaboracion del Queso es uno de los
factores que han contribuido al desarrollo de una gran vaned:{d de quesos de
alta calidad. La elaboracidn del queso ya no se basa en la infeccion _espoménf:a
de la leche, al perfeccionarse el proceso mediante el empleo de microorganis-
mos cultivados y otros auxiliares tecnoldgicos combinados con un moderno equi-
po de manejo de la leche. No obstante, pueden presentarse graves prolblcmas
de infeccién de los cultivos por bacteriéfagos, que pueden mtars? mediante ¢l
empleo de cultivos mixtos, rotacién de las cepas «star_ler» no asociadas con fa-
gos y el uso de inhibidores de fagos. A partir de los primeros afios de la. década
de los ochenta se han desarrollado con éxito cepas insensibles a los bactmqfagos.

Desde los tiempos de Pasteur se han producido muchos avances en la indus-
tria de las bebidas alcohdlicas. La pasterizacién ha 'permm‘do que !a cerveza
haya pasado de una escala de produccién local a nacional e mtcmac:o-nal. Las
industrias cerveceras y de fabricacién de vinos y licores han' pflsado rapidamen-
te de ser unidades artesanales a grandes complejos cuyo objetivo es el n{an:cner
un producto de caracteristicas uniformes adin cuando.las materias primas, la
planta y la escala de operacién estén cambiando conlu.mameme, Para conse-
guir un producto reproducible, el proceso de fermema?ldn se ha norma..hzado
mediante ¢l control de pardmetros tales como la velocidad de moculac:én,-la
viabilidad y condiciones de almacenamiento de las levaduras, las ccnf:cmracm-
nes de oxigeno disuelto, los contenidos de nitrogeno soluble y de aziicares fer-
mentables del mosto y la temperatura del proceso. Se han llevado a cabq inno-
vaciones como el uso de procesos de fermentacion continuos, la obtencidon de
cerveza con concentraciones de mosto elevadas, el empleo de cereales no 'mal-
teados y enzimas microbianos y la produccidn de cervezas baja_:s en carbohu:}ra-
tos, obteniéndose diversos niveles de éxito. También se han aplicado las técnicas
genéticas convencionales para mejorar las propiedades deseables de las levadu-
ras y eliminar sus caracteristicas indeseables.

LEVADURAS DE PANADERIA Y PROTEINAS DE ORGANISMOS UNICELULARES

En el siglo XVII, los panaderos obtenian sus levaduras de.la'ls fébricas de
cerveza locales, aunque, debido a su sabor amargo y a las actividades de fer-
mentacion variables, estas levaduras fueron subs(ituyénflose gradum'menle por
las procedentes de las industrias de elaboracion de bebidas alcohdlicas, que a
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s vez lo fueron por las de panaderia. Las primeras levaduras prensadas de pa-
nideria se obtuvieron aproximadamente en 1781 utilizando un proceso deno-
minado «Holandés», y posteriormente en 1846 mediante el proceso denomina-
do de «Viena». Ambos procesos obtenian unos rendimientos de levadura bajos,
del § Wy v 14 % respectivamente, referido a las materias primas, y aproximada-
mente un 30 % de alcohol. Entre 1879 y 1919 se consiguieron avances substan-
ciales en las fermentaciones industriales de biomasa de levadura que conduje-
ron a la produccidn industrial de levaduras de panaderia de forma independien-
l¢ 4 la de las bebidas alcohdlicas. En 1879, Marquardt introdujo la aireacién
de la pasta de cereales, lo que aumentaba el rendimiento y disminuia la produc-
¢ion concomitante de alcohol al 20 %. Las mejoras posteriores como el aporte
gradual del azicar, primer ejemplo de los procesos de fermentacién con retroa-
limentacion, elevaban la eficacia hasta situarla en un valor préximo al del ma-
Ximo tedrico y sin la formacidon concomitante de alcohol.

En Alemania, durante la Primera Guerra Mundial, las levaduras de panade-
ria, hechas crecer en melazas, se producian como suplemento proteico para el
consumo humano, siendo éste el primer proceso de fermentacion moderno des-
tinado a la produccién de proteinas de organismos unicelulares. Posteriormen-
te, también en Alemania, durante la Segunda Guerra Mundial, se empleé Can-
dida utilis, cultivada en caldos de desecho procedentes de la manufactura de
papel y pulpa al sulfito y en derivados de azicares obtenidos por hidrélisis 4ci-
da de la madera, como fuente proteica para alimentacion humana y animal.
Fiste proceso se ha utilizado en USA, Suiza, Taiwan y Rusia. A partir de 1968
diversas compafias de Europa, USA y Japén han construido plantas destina-
das a la produccién de proteinas de organismos unicelulares, algunas de ellas
va cerradas por los problemas de regulacién o los elevados costos mientras que
otras contintan sus programas de desarrollo. Por ejemplo, en 1981, ICI en In-
glaterra, aumento la escala de produccién usando la bacteria aerobia Methylo-
philus methylotrophus hasta producir 3.000 Tm/mes de «Pruteen», un producto
destinado a la alimentacién animal. La primera proteina microbiana nueva pro-
ducida por fermentacién y aprobada por el gobierno inglés para consumo hu-
mano, la «Micoproteina», se produce a partir del hongo Fusarium graminea-
rum por la compaiiia Rank Hovis McDougall, en Inglaterra. Su morfologia fi-
lamentosa confiere a la «Micoproteinay» una textura natural similar a la de la
carne, permitiendo que el producto se venda a un precio de mercado remunera-
dor y que logre la aceptacién por parte de los consumidores.
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PRODUCTOS QUIMICOS Y ADITIVOS ALIMENTARIOS

Acidos orgdnicos

La produccién comercial de 4cido lactico por fermentacidn se inicié en 1881
y ain hoy el 50 % del dcido l4ctico utilizado a nivel industrial se produce por
este método usando Lactobacillus delbruckii.

El dcido citrico se produjo inicialmente por extraccién del zumo de limon
y posteriormente fue sintetizado a partir de glicerol y otros compuestos quimi-
cos. En 1923 se obtuvo citrato medlante fermentacion industrial y diez afnos. des-
pués, la produccién mund;al anual sobrcpasaba_las 10,000 T, de las cuales mds
del 80 % se obtenian por fermentacién. Actualmente se estima que el mercado
anual es de mas de 350.000 Tm, producidas exclusivamente por fermentacion.
Inicialmente, se emplearon métodos de cultivo en superficie con Aspergillus ni-
ger como organismo productor. Después de la Segunda Guerra Mundial se in-
trodujo un proceso que utilizaba A. niger sumergido y hacia 1977 se comerciali-
26 otro proceso sumergido que empleaba Candida, més eficaz.

Otros 4cidos orgdnicos manufacturados de forma econdmicamente renta-
ble por fermentacién son el dcido glucdmco y el itacénico. El dcido acético
para uso alimentario (vinagre) se obtiene exclusivamente por oxidacion del eta-
nol mediante Acetobacter aceti, en tanto que el dcido acético industrial se ma-

nufactura unicamente por métodos quimicos.

Alcoholes y cetonas

Durante la Primera Guerra Mundial el suministro de aceites vegetales im-
portados utilizados para la produccién de glicerol se cerr6 para Alemania, que
rdpidamente diseié un proceso de fermentacién para producir glicerol, usado
en la fabricacién de explosivos, basado en el descubrimiento de Neuberg de que
este compuesto era producido por las levaduras a expensas del etanol, en pre-
sencia de bisulfito sédico. Durante la guerra los ingleses satisfacieron sus nece-
sidades de acetona por el desarrollo de un proceso de fermentacién acetona-
butanol anaerobio con Clostridium acetobutylicum, siendo el primer proceso
de fermentacion a gran escala que necesitaba métodos de cultivo puro para pre-
venir la contaminacion. Después de la Primera Guerra Mundial la demanda de
acetona disminuyd pero la de n-butanol aumentd, por lo que este produto con-
tinué produciéndose por fermentacion hasta los afios cincuenta en los que el
precio de los derivados del petréleo cayé por debajo del precio del almidon y
de los substratos a base de azicar. La fermentacion acetona-butanol operd co-
mercialmente hasta hace muy poco tiem po, en una planta de la National Che-
mical Products, de Suddfrica, debido a la escasez de petrdleo originado por los.
embargos internacionales.
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El alcohol industrial producido quimicamente fue utilizado extensamente
en LISA a partir del aftlo 1800. La industria de la fermentacion alcohdlica se
inicié una vez revocada la prohibicion, y en 1941 acaparaba el 77 % del merca-
do del alcohol industrial. Durante los afios cincuenta y sesenta, el etileno era
barato, por lo que se diseflaron procesos de hidratacion eficaces para su conver-
sion en etanol que hicieron que la produccién de etanol sintético fuera mds com-
petitiva econdmicamente que los métodos de fermentacion. En 1973 la crisis
del petréleo, con el consiguiente incremento de los precios hizo que el mundo
entero se interesase por combustibles renovables alternativos. Por ejemplo, Bra-
sil se embarc en un programa nacional sobre el alcohol que apuntaba hacia
el desarrollo de la capacidad de fermentacién que produjese en 1987 tres billo-
nes de galones de etanol anuales a partir de cafia de azlicar. El gobierno federal
de USA alentd el desarrollo de la produccién de alcohol a partir de la fermenta-
cién del maiz mediante el Gasohol Program, reduciendo los impuestos del «ga-
sohol» (gasolina con un 10 % de alcohol), por lo que se establecieron un niime-
ro considerable de plantas de fermentacién de pequefia y gran escala que produ-
cian alcohol mediante procesos de fermentacién continuos y discontinuos; el
objetivo de este programa era conseguir un volumen de produccién anual de
1,8 billones de galones a mitades de los ochenta. También se obtiene etanol por
la fermentacion del suero de leche con Kluyveromyces fragilis, aunque el volu-
men de produccién obtenido por este procedimiento es mintisculo comparado
con el producido por S. cerevisiae a partir de maiz o cafia de azticar. La fermen-
tacion del lactosuero (que solo tiene aproximadamente un 5 % de lactosa en
peso/volumen) debe llevarse a cabo en lugares proximos a las fabricas de que-
508, puesto que si no los costos de transporte serian prohibitivos.

Actualmente solo un pequefio numero de productos quimicos de gran volu-
men de consumo se obtienen por fermentacién, ya que practicamente todos ellos
se manufacturan a partir del petrdleo y del gas natural. Las fluctuaciones del
costo y el incierto suministro de petréleo, asi como la inquietud frente al agota-
miento definitivo de las fuentes no renovables han intensificado el interés del
empleo de recursos no petroliferos para la produccién de energia y de compues-
Los quimicos.

Aminodcidos

Durante los ultimos treinta afios, la produccién de aminodcidos mediante
procesos de fermentacién aerobia ha experimentado una rdpida expansion. El
glutamato monosédico y la lisina son los que se producen en cantidades mayo-
res, con niveles de produccién mundial anuales de 370.000 Tm y 40.000 Tm, res-
pectivamente. Los procesos de fermentacién son el resultado de un elegante tra-
bajo de investigacion acerca de los mecanismos bioquimicos que regulan la bio-
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sintesis de aminodcidos por los microorganismos, consiguiendo la superproduc-
cion de aminodcidos mediante una combinacién de mutaciones y del control
de los procesos de fermentacion. Las técnicas empleadas intentan estimular a
las células para que ingiera nuevos materiales, previniendo o impidiendo las reac-
ciones laterales, asf como inducir y activar a los enzimas biosintéticos y reducir
o inhibir la actividad enzimdtica que podria degradar el producto, y finalmente
facilitar la excrecion del aminodcido. Las investigaciones cldsicas utilizadas por
el desarrollo de la fermentacion del dcido glutdmico han dado un fmpetu signi-
ficativo a los procesos de fermentacién para la produccién de otros metabolitos
primarios, de forma que actualmente la mayoria de los aminodcidos se produ-
cen comercialmente mediante estos procesos. Se han aplicado técnicas similares
a la produccién de monofosfatos de inosina y guanosina, potenciadores del sabor,

Biopolimeros

En los tiltimos afios se han diseflado un gran nimero de fermentaciones in-
dustriales destinadas a la produccién de biopolimeros microbianos. La mayoria
de los polimeros son sintéticos y por tanto son sensibles a las fluctuaciones del
precio del petréleo, de forma que los biopolimeros pueden ser especialmente
importantes cuando se eleve el precio del crudo.

El-biopolimerd mds importante en funcién del volumen de su produccién
es la-goma Xantano, utilizada como gelificante o estabilizante de qggp_gn_sqgges.
producida por fermentacion aerobia de la bacteria Xanthomonas campestris.
Existen otras gomas microbianas de interés comercial que se obtienen a partir
de Azetobacter vinelandii (alginato), Aureobasidium pullulans (pululano), Scle-
rotinum (escleroglucano) y Pseudomonas elodea (gelano). Los elevados pesos
moleculares y viscosidades de los polisacdridos extracelulares plantean proble-
mas en los procesos de mezclado y transferencia de masa y calor existentes en
un fermentador, por lo que deben ser tenidos en cuenta a la hora de disefiar
un aparato Gptimo para estos procesos.

Un polimero muy prometedor que estd siendo desarrollado actualmente es
el polihidroxibutirato, poliester termopldstico que se puede acumular intracelu-
larmente en algunos tipos de Alcaligenes entrophus hasta un nivel del 70 % en
peso de biomasa. Este producto podria permitir el empleo de pldsticos biode-
gradables en lugar de los pldsticos obtenidos a partir del petréleo, no
biodegradables.

Vitaminas

En la actualidad la mayoria de las vitaminas se producen por métodos qui-
micos. Aungue se han descrito métodos de fermentacién para un gran nimero
de vitaminas del grupo B, como la tiamina, biotina, dcido f6lico, écndo ) pantoté-
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nico, piridoxamina, vitamina Byz y riboflavina, unicamente las dos tltimas se
obtienen mediante métodos bioldgicos. La sintesis quimica de la vitamina Bz
o extremadamente complicada por lo que s6lo se obtiene comercialmente me-
dinnte fermentacion industrial con Pseudomonas. En la produccién de ribofla-
vina los procesos de fermentacién compiten eficazmente con los métodos de
uintesis o de semisintesis quimica, de forma que la tercera parte del volumen
de produccion de esta vitamina se obtiene por fermentacion. En 1935, se utilizo
primeramente Eremothecium ashbyii para obtener la vitamina, consiguiéndose
unos rendimientos que fueron incrementdndose gradualmente hasta alcanzar los
5,3 g/, aunque debido a la inestabilidad de la cepa, posteriormente se prefirie-
ron otras especies, como Ascomycetes y Ashbya gossypii. Una patente reciente
(1984) describe una cepa recombinante de Bacillus subtilis capaz de producir
4,5 g de riboflavina en 24 h de fermentacién, periodo muy inferior al necesario
con los Ascomycetes, que se aproxima a los 5 dias.

Insecticidas microbianos

Los insecticidas quimicos, empleados con gran éxito en agricultura y para
favorecer la salud publica, han sido ampliamente utilizados este siglo. Sin em-
bargo, las criticas acerca de que pueden matar organismos distintos al blanco
o de que los organismos blanco pueden volverse resistentes a ellos han conduci-
do al desarrollo y comercializacién de insecticidas microbianos, de forma que
la investigacién es continua en este campo. La produccién de Bacillus thurin-
glensis supera con mucho la de cualquier otro insecticida microbiano produci-
do comercialmente. Las condiciones de fermentacién se disefian de tal modo
que se alcance un rendimiento y una bioactividad de la endotoxina, producida
de forma concomitante con la esporulacién, maximos. Las distintas cepas de
B, thuringiensis y de otros organismos capaces de sintetizar insecticidas bacte-
rianos y flingicos manifiestan toxicidades diversas. Los genes de la toxina de
Bacillus thuringiensis han sido clonados en Escherichia coli y Bacillus subtilis,
mejorando potencialmente las velocidades de produccion y alterando su espec-
tro de eficacia.

Giberelinas

Las giberelinas, diterpenoides que tienen cuatro anillos de carbono, se apli-
can para la aceleracion de la germinacién de la cebada en la produccién de mal-
ta. La primera giberelina fue descubierta en 1938 y en la actualidad se conocen
sesenta compuestos distintos. El dcido giberélico se produjo inicialmente me-
diante cultivo en superficie en una fermentacién prolongada, consiguiéndose
rendimientos de 40-60 mg/l de producto. Hoy en dia las fermentaciones comer-
ciales por cultivos sumergidos producen rendimientos significativamente mayores.
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ENZIMAS MICROBIANOS

La explotacion comercial de enzimas microbianos aislados fue iniciada por
Jokichi Takamine, un japonés que emigré a USA, y que en 1894 patentd un
método para la preparacion de enzimas diastdsicos a partir de mohos, comer-
cializados con el nombre de Takadiastasa. Este método, que implica el creci-
miento de los mohos en la superficie de un substrato sélido, como trigo o salva-
do, era reflejo indudablemente de los procesos similares de preparacién de ali-
mentos orientales fermentados. El desarrollo de fermentaciones de enzimas in-
dustriales bacterianos fue iniciado por Boidin y Effront, en Francia y Alema-
nia, respectivamente, quienes en 1917 patentaron el empleo de Bacillus subtilis
y Bacillus mesentericus para obtener amilasas y diastasas también mediante téc-
nicas de cultivo en superficie. Los métodos de cultivo en superficie para la pro-
duccién de enzimas fingicos se utilizaron en USA hacia los afios cincuenta y
aun hoy contintan empledndose, especialmente en Japén. Las fermentaciones
flingicas sumergidas se emplearon en USA y Europa para la produccién de en-
zimas basdndose en la experiencia conseguida con las fermentaciones sumergi-
das en el desarrollo del proceso de produccién de Penicillium, en los Northern
Regional Research Laboratories (NRRL) de USA.

La introduccidn de enzimas microbianos industriales en el mercado estable-
ci6 el fundamento de la tecnologia para la aplicacién de enzimas, particular-
mente en dreas del procesado de alimentos como la produccidon de cerveza y
zumos de frutas y la manufactura de hidrolizados de almidén. En los afios se-
senta el mercado de los enzimas industriales se expandié dramdticamente al in-
cluirse proteasas alcalinas en los detergentes en polvo. La produccién y empleo
de glucosa isomerasa microbiana para la manufactura de jarabes de maiz ricos
en fructosa representd un hito muy importante en esta década, produciéndose
un gran impacto en el mercado de edulcorantes caléricos, dominado hasta en-
tonces por la sacarosa. En USA, la industria destinada a la elaboracién de bebi-
das era el usuario industrial mas importante de azicar, pero hacia 1984 las prin-
cipales compaiiias de fabricacién de bebidas no alcohdlicas habian llevado a
cabo la substitucion total de la sacarosa por los jarabes de maiz ricos en fructo-
sa. Otro desarrollo técnico significativo de los afios setenta consistio en la co-
mercializacién de a-amilasa estable a temperaturas elevadas obtenida a partir
de Bacillus licheniformis. La capacidad de este enzima para licuar el almidén
a temperaturas de hasta 110 °C no sélo ha hecho mads eficaz el proceso de hi-
drdlisis del almidén sino que también ha impulsado el aislamiento o modifica-
cién de otros enzimas con estabilidad elevada.
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PRODLUCTOS DE USO MEDICO

Antibidticos

Durante cincuenta afos, siguiendo la sugerencia de Pasteur de que los efec-
tos antagonistas de unos microorganismos frente a otros podian tener potencia-
les efectos terapéuticos, se probaron como medicina sin éxito diversas prepara-
ciones microbianas. Finalmente, en el afio 1928, Alexander Fleming observd que
¢l Penicillium notatum, contaminante de los cultivos de Staphylococcus aureus,
mataba las bacterias, demostrando que el ingrediente activo, denominado peni-
cilina, podia inhibir otras muchas bacterias. Una vez aislada la penicilina en
una forma activa estable por Florey y Chain en 1940, se demostrd su destacada
actividad antibacteriana y se desarroll6 en USA un proceso de fermentacién co-
mercial con el apoyo del NRRL (Northern Regional Research Laboratories) y
la colaboracién de varias compaiiias farmacéuticas americanas.

El desarrollo con éxito de la obtencién por fermentacion de la penicilina
marco el inicio de la industria de los antibidticos. Muy pronto se aislaron mu-
chos nuevos antibidticos, como la estreptomicina, a partir de especies de Strep-
fomyces y se descubrieron las cefalosporinas, producidas por Cephalosporium
acremonium. Las penicilinas, cefalosporinas y estreptomicinas fueron los pri-
meros antibidticos mds importantes descubiertos, aunque desde los afios cua-
renta hasta nuestros dias se aislan anualmente cientos de nuevos antibidticos.

El desarrollo del proceso de fermentacion de la penicilina también ha dado
lugar a avances generales claves en la fermentacién industrial, marcando el co-
mienzo de los procesos eficaces de fermentacién fingica sumergida. La edad
de oro de la genética microbiana cldsica, que implicaba técnicas de mutacién
y seleccidn, iniciada aproximadamente en el afio 1940, ha permitido incremen-
tar, por ejemplo, los rendimientos de penicilina desde unos pocos mg por litro
hasta 20 g/l de cultivo, También se iniciaron estudios sobre la naturaleza del
complejo proceso metabdlico implicado en la produccién de metabolitos secun-
darios, moléculas pequefias, como los antibiéticos, que no tienen un papel ob-
vio en el crecimiento y mantenimiento de la célula.

Inicialmente se obtuvieron penicilinas modificadas (semisintéticas), con ac-
tividad o sensibilidad frente a la inactivacién por 4cidos o enzimas alterada por
transformacién quimica de la penicilina natural; posteriormente, algunas de las
etapas de semisintesis fueron llevadas a cabo por conversiones bioldgicas.

Transformaciones de esteroides

El empleo de microorganismos para llevar a cabo transformaciones enzimé-
ticas altamente selectivas y especificas de productos farmacéuticos representd
un avance decisivo en el desarrollo de medicamentos con hormonas esteroides.
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En los afos cuarenta se establecid que la cortisona, esteroide secretado por la
glandula adrenal, aliviaba el dolor de los pacientes con artritis reumatoide, por
lo que se disefié un procedimiento de sintesis quimica que requerfa 37 etapas
para la produccion de cortisona, a un costo de 2003 el gramo. En 1952, los cien-
tificos de Upohn Company descubrieron una cepa de Rhizopus arrhizus que
hidroxilaba la progesterona, produciendo 11-a-hidroxiprogesterona, lo que per-
mitié que el procedimiento de sintesis de cortisona pasase de 37 a 11 etapas y
se redujese su costo a 163/g. A lo largo de los afios se han introducido mejoras
constantes en el proceso, que han ido disminuyendo progresivamente los costos
de produccién de forma que en 1980 éste era de sélo 0,46%/g.

Se han aplicado técnicas de biotransformacién microbiana similares para
la sintesis de otros esteroides, particularmente aldosterona, prednisona y pred-
nisolona. Las técnicas son también importantes para la sintesis de otros com-
puestos quimicos, tanto farmacéuticos como sin aplicaciones médicas.

Vacunas

Existen referencias acerca de las enfermedades infecciosas en algunos anti-
guos escritos hindues y evidencias arqueoldgicas de lesiones tuberculosas en las
momias de las primeras tumbas egipcias.

La capacidad de conferir resistencia a la enfermedad mediante vacunacién
fue descrita en primer lugar por Jenner, en 1798, quien observé que los indivi-
duos inoculados con viruela vacuna o «vaccinia» eran inmunes a la viruela.

El empleo de vacunas, asi como la inmunologia, comenzaron hacia 1877,
cuando Pasteur dirigié su atencién a las causas y forma de prevenir las enfer-
medades infecciosas del hombre y los animales. En 1890 Behring y Kitasato in-
munizaron animales con toxinas inactivas de difteria y tétanos, seguidamente
Koch aislé el Vibrio cholerae y la primera vacuna del célera fue administrada
en 1894 por Ferran y Clua, médico espafiol, mediante inyeccidn subcutdnea de
caldos de cultivo vivos a més de 30.000 espafioles. Durante la primera Guerra
Mundial los ejércitos fueron sometidos a programas de vacunacién contra el
tifus y en la segunda Guerra Mundial se introdujo un programa similar contra
el tétanos. A finales de los afos treinta comenzd la vacunacion masiva contra
la difteria. El uso extendido de las vacunas contra la tosferina y la poliomielitis
da cuenta del éxito obtenido en los ensayos realizados en 1955 con estas vacu-
nas. Hacia 1936 Calmette y Guérin observaron que el cultivo en serie de bacilos
tuberculosos infecciosos o virulentos en un medio artificial durante largos pe-
riodos atenuaba su actividad hasta el punto de que ya no eran capaces de cau-
sar la enfermedad. Tres afios mds tarde se introdujo la primera vacuna BCG
(Bacilo de Calmette y Guérin) que inmunizaba frente a la tuberculosis, El uso
de vacunas atenuadas sufrié un gran revés diez afios después, en el llamado de-
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sustre de Liibeck, en el que 72 de los 240 nifos vacunados con la BCG murieron
como resultado del tratamiento con un lote de vacunas que contenfan el bacilo
de la tuberculosis virulento. Las vacunas bacterianas utilizadas hoy consisten
©il cepas vivas atenuadas de los organismos productores de enfermedades o de
cepas relacionadas estrechamente, cepas patogenas muertas o componentes ce-
lulares que contienen antigenos y que son efectivos para inducir la inmunidad
frente a las correspondientes enfermedades infecciosas. Aunque la produccién
de vacunas es una aplicacién importante del proceso de fermentacidn, su escala
de manufactura es relativamente pequefia. La tecnologia de fermentacién utili-
za procesos continuos o discontinuos cuyas condiciones deben ser disefiadas con
objeto de optimizar la produccién celular del material inmunogénico.

La tecnologia de las vacunas viricas fue primitiva durante muchos afios, de-
bido a la necesidad de emplear animales como fuente de virus. Los embriones
de pollo se utilizaron como fuente de virus hasta que, hacia 1950, se desarrolla-
ron las técnicas de cultivo celular. Con estas técnicas, la produccién de vacunas
viricas entré a formar parte del campo de la fermentacién industrial. Las célu-
las de mamiferos se cultivan en un medio apropiado y, en una cierta etapa del
crecimiento, se inoculan con los virus, que se multiplican en las células huéspe-
des. Esta técnica permite preparar grandes cantidades de virus mucho menos
contaminados por materiales extraios del huésped, bacterias o virus, que esta-
ban presentes en los obtenidos por los métodos antiguos.

Impacto de las tecnologias de hibridomas y de DNA recombinante

Los recientes e importantes avances en la tecnologia de hibridomas y en la
ingenieria genética han extendido el alcance y el potencial de la tecnologia de
las fermentaciones industriales.

ANTICUERPOS MONOCLONALES

En 1975, Kohler y Milstein fusionaron un mielona de ratén (célula de c4n-
cer de piel) con un glébulo blanco productor de anticuerpos obteniendo una
¢élula hibrida (hibridoma) que combinaba las distintas capacidades de las célu-
las padre, la division celular y la produccién de anticuerpos; también desarro-
llaron la tecnologia bésica para la produccion de anticuerpos monoclonales, pre-
paraciones de anticuerpos especificos individuales obtenidos a partir de células
producidas por un tnico antepasado o clon. Los anticuerpos monoclonales tie-

INTRODUCCION 15

nen una elevada especificidad de union a receptores individuales, moléculas o
superficies y tienen muchas aplicaciones potenciales que aprovechan sus carac-
terfsticas tnicas, particularmente en andlisis clinicos y en la terapia para deter-
minadas enfermedades. El mercado de anticuerpos monoclonales ha crecido ri-
pidamente y se espera que alcance el billén de délares en 1990. La produccidn
de anticuerpos monoclonales se ha llevado a cabo in vivo por inyeccion del clon
del hibridoma en el liquido de la cavidad abdominal del animal (usualmente
ratones) o in vifro en una gran variedad de sistemas de cultivo celular. Estos
sistemas permiten conseguir una mayor productividad global por lo que se han
disefiado y comercializado una gran variedad de reactores para cultivos celulares.

TECNOLOGIA DE DNA RECOMBINANTE

La ingenieria genética implica la formacion de nuevas combinaciones de ma-
terial genético mediante la insercién de genes extrafios, producidos fuera de la
célula, a un organismo huésped en el que no existen de forma natural. El pri-
mer gen fue clonado en 1973 y desde entonces las técnicas han avanzado tanto
que en la actualidad se podrian producir proteinas «extranas» en cantidades
comerciales a partir de una gran variedad de cepas recombinantes de procario-
tas y eucariotas, incluyendo células de animales y plantas. La industria farma-
céutica ha invertido mucho en investigacion y desarrollo en este campo, siendo
el primer producto que ha conseguido la autorizacién para su uso terapéutico
la insulina humana producida por una cepa recombinante de E. coli. También
se han preparado otras muchas proteinas mediante esta técnica, entre ellas otras
hormonas humanas y varios factores de crecimiento, compuestos antitumorales
y antiviricos, y antigenos virales y enzimas. La primera vacuna obtenida me-
diante ingenieria genética comercializada ha sido una vacuna de uso veterinario
introducida en 1986 contra la pseudorrabia, un virus tipo herpes que infecta
a los cerdos.

Las investigaciones pioneras sobre ingenieria genética y los primeros pro-
ductos comercializados utilizaron E. coli como huésped ya que sus sistemas ge-
néticos eran muy conocidos. Los caballos de batalla de la fermentacién indus-
trial, Bacillus, Aspergillus y Saccharomyces pueden ser mejores huéspedes a largo
plazo, una vez que sus sistemas genéticos se conozcan con mds profundidad.
El E. coli no secreta en general proteinas, mientras que los Bacillus producen
rendimientos altos de proteinas extracelulares. Como los procariotas no glicosi-
lan las proteinas, las diferentes especies deSaccharomyces y Aspergillus pueden
ser los huéspedes adecuados para la produccién de glicoproteinas animales o
humanas. Se sabe que Aspergillus niger es capaz de secretar hasta 20 g/1 de pro-
teina a partir de un tnico gen de un enzima extracelular. Algunos productos
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farmacéuticos recombinantes se han obtenido mediante S. cerevisiae. Sin embar-
£0, los sistemas de secrecidn y sintesis proteica son significativamente mds com-
plejos en estos microorganismos eucariotas que en los procariotas, por lo que
tienen que ser investigados mds completamente para permitir el uso de estos
organismos en los procesos de fermentacion, particularmente para la produc-
¢lén de productos recombinantes no farmacéuticos, por ejemplo, enzimas.

Las proteinas y los péptidos, productos de traduccién de los genes estructu-
rales, son el primer objetivo obvio de produccién mediante la tecnologia de ADN
recombinante. A largo plazo, podria ser posible la manipulacién del metabolis-
mo primario y secundario para mejorar la produccion de metabolitos mediante
la ingenierfa genética de enzimas clave en la secuencia metabdlica.

En los siguientes capftulos se describen algunos de los aspectos mds especi-
ficos de este tema.

Capitulo 2

Biologia
de los microorganismos
de uso industrial

Introduccion

Los productos comercialmente importantes de las fermentaciones industria-
les pertenecen a 4 categorias principales: células microbianas, moléculas gran-
des como enzimas y polisacaridos, productos basicos y metabolitos secunda-
rios que no son necesarios para el crecimiento celular. Las células utilizadas pa-
ra obtener estos productos tienen una gran variedad de propiedades bioquimi-
cas y fisiol6gicas. La produccién comercial de productos de fermentacién ha
empleado principalmente diversas especies de bacterias, levaduras y hongos, aun-
que los avances recientes en el desarrollo de técnicas de cultivo de células de
animales y plantas han perm:t:i:lo introducir células mds complejas en los pro-
cesos de fermenzacnén, En este capitulo se van a tratar las propiedades de las
especies mds importantes utilizadas asi como los aspectos generales del creci-
miento y metabolismo microbianos que son importantes para los procesos in-
dustriales de su cultivo.

Microorganismos industriales

En la naturaleza existen dos clases fundamentales de células, las procariotas
y las eucariotas, ambas utilizadas en los procesos de fermentac:én mdustnal
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Las células eucariotas tienen un nicleo diferenciado rodeado por una membra-
na, ¥ su ADN nuclear estd asociado a proteinas y se encuentra en estructuras
delinidas denominadas cromosomas, y ademas también tienen otras estructu-
ras u orgdnulos con funciones bioquimicas o fisiolégicas especificas. Por el con-
trario, las procariotas carecen de un ntcleo bien definido, de tal modo que el
material genético, en forma de ADN en doble hélice, no estd separado de los
otros constituyentes de la célula por una membrana; estas células también care-
cen de otros orgdnulos especializados existentes en las eucariotas, como por ejem-
plo las mitocondrias, y los enzimas asociados a estos organulos en los eucario-
tas se encuentran en el protoplasma y en la membrana plasmatica de las proca-
riotas. En la Tabla 2.1 se comparan las propiedades de las células eucariotas
y procariotas. En los procesos de fermentacion se emplean células bacterianas,
que son procariotas, y hongos, levaduras y células animales y vegetales, que son
eucariotas.

Los microorganismos también se distinguen en funcién de sus necesidades
de oxigeno, pudiendo dividirse en los aerobios estrictos, como los Streptomyces
y la mayoria de los hongos filamentosos, que pueden llevar a cabo su metabo-
lismo y crecimiento inicamente en presencia de oxigeno atmosférico, los anae-
robios estrictos, como los Closiridia, que (inicamente pueden crecer en ausen-
cia de oxigeno y los organismos facultativos, entre ellos las levaduras industria-
les, que pueden crecer en situaciones de aerobiosis y de anaerobiosis.

Las bacterias implicadas en los procesos de fermentacion son principalmen-
te quimoorganétrofos, esto es, pueden obtener su energfa y su carbono por oxi-

dacién de los compuestos.orgénicos. En la Tabla 2.2 se muestran algunas de

Tabla 2.1. Caracteristicas que diferencian a las eucariotas de las procariotas

Caracteristica Procariotas Eucariotas
Orgdnulos

Niicleo - +
Mitocondria = +
Reticulo endopldsmico al 4
Genoma

No. de moléculas de DNA I > |

DNA en orgdnulos - +

DNA formando estructuras cromosdmicas - +

1, Las bacterias pueden contener fragmentos pequefios de DNA (pldsmidos) ademds del genoma
principal.
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Tabla 2.2. Propiedades del género de bacterias quimo-organotroficas de im-
portancia en las fermentaciones industriales

Propiedades

Ejemplo
Reaccidn Endos- .~ de especies
Género Gram poras  Forma Aerobias'  (productos)

=+

E. coli
(proteinas
recombinantes)
Psendumonas - — Varilla + P ovalis
(4cido
glucdnico)
P fluorescens
(2-oxogluconato)
X. campesiris
(goma xantano)
Acelobacter - — Varilla i A. aceti
(dcido acético)

Alealigenes - =2 Varilla/coco - A. faecalis
(goma curdlan)

A 4 " Ala $ B. subtilis,
acillus Varil B. licheniformis,

Enterobacteria — - Varilla

Nunthomonas - - Varilla +

B amyloliquefa-

ciens etc.
(enzimas
extracelulares)

B. coagulans
(glucosa
isomerasa)
B. licheniformis
(bacitracina)
B. brevis
(gramicidina S)
B. thuringiensis
(insecticida)

C. acetobutylicum
(acetona,
butanol)

Clostridium - - Varilla -

C. thermocellum

(acetato)

L, mesenteroides
(dextrano),

L. delbruckii
(dcido lactico)

C. glutamicum
(aminodcidos)
C. simplex
(conversion

A sctercicle)

I+

Leuconastoc + = Esférica

[+

Lactobacillus + - Varilla -0

Carynebacterium -+ - Irregular +
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Tabla 2.2, Continuacion

Propiedades
Ejemplo
Reaccidn  Endos- de especies
Género Gram poras  Forma Aerobias'  (productos)
Muycobacterium + - Filamentos + Mycobacterium spp.
ramificados (transformacién
Sin micelio de esteroides)
Nocardia + - Micelio Fe N. mediterranei
fragmentado (rifamicinas)
Nocardia spp.
(transformacién
de esteroides)
Sreplamyces + - Micelio + S érj"fhml{.i"
intacto (eritromicina)
8. aureofaciens,
S. rimosus
(tetraciclinas)
S. fradiae
(glucosa
isomerasa)
S roseochromogens
(hidroxilacién de
esteroides)
l. Aerobio: + = aerobio; — = anaerobio; = = ambos,

las propiedades de los géneros mas importantes de estas bacterias, asi como al-
gunos ejemplos de especies. Las bacterias se pueden dividir en Gram-positiva
o Gram-negativa en funcién de su respuesta a la coloracién de Gram, que afec-
ta a los peptidoglicanos. La envoltura celular de las bacterias Gram-positiva con-
siste en su mayor parte en una capa de peptidoglicanos, de 15 a 80 nm de espe-
sor, que recubre a una membrana citopldsmica sencilla. En las Gram-negativa,
esta capa de peptidoglicano es de sélo 2-3 nm de espesor. Las bacterias Gram-
negativa tienen dos membranas, la externa y la citopldsmica, separadas por el
espacio peripldsmico. En la Figura 2.1 se muestran estos dos tipos de estructu-
ras. Algunos procariotas, por ejemplo, los Streptomyces productores de anti-
bidticos, tienen filamentos o micelios.

La reproduccién de las bacterias tiene lugar por division celular asexual se-
glin se muestra esquematicamente en la Figura 2.2 para el E. coli, El Ginico cro-
mosoma de ADN circular se replica y en el centro de la célula aparece una mem-
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Fig. 2.1 Cgmparacidn esquematica entre la composicién de las envolturas celulares
de las bacterias Gram-positiva y Gram-negativa.

L2 42

Flg. 2.2. Divisién asexual del Escherichia coli.

brana o septo que separa el cromosoma nuevo del viejo; después el septo se trans-
forma en pared y las células se separan. Las esporas se producen por las bacte-
rias formadoras de esporas usualmente en respuesta a condiciones adversas del
medio, ya que éstas son mas resistentes al calor y a los compuestos toxicos que
las células vegetativas, y cuando pasan a un medio apropiado germinan dando
lugar a células vegetativas.

Los hongos también son quimoorganétrofos con hifas filamentosas rigidas
y ramificadas cuyo didmetro estd comprendido usualmente entre 2 y 18 nm. Los
hongos superiores tienen tipicamente paredes trasversales o septos a intervalos
dados a lo largo de la hifa, aunque en los hongos inferiores esta caracteristica
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estd ausente. Los hongos mas importantes implicados en las fermentaciones in-
dustriales se clasifican principalmente en dos grupos, los Zygomycotina, asep-
indos, como los géneros Mucor y Rhizopus, y los Deuteromycotina, septados,
o Fungi Imperfecti, por ejemplo los Trichoderma, Aspergillus, Penicillium,
Aurcobasidium y Fusarium (Fig. 2.3).

Los Zygomycotina producen micelios vegetativos haploides. Las esporas ase-
xuales se forman en el esporangio, aunque también se reproducen sexualmente.
1.os Deuteromycotina producen micelios vegetativos haploides, y las esporas ase-
xuales son usualmente inducidas por determinadas condiciones medioambien-
tales; por ejemplo, en Aspergillus niger se activa la formacién de esporas en los
conidios cuando el contenido de nitrégeno llega a ser limitante.

En los Zygomycotina los principales constituyentes de las paredes celulares
son el quitosano y la quitina, en tanto que en los Deureromycina predominan
¢l glucano y la quitina. El crecimiento vegetativo de los hongos filamentosos
implica la extensién hifal, y tiene lugar en el extremo de las hifas, y también
se produce la ramificacion con el desarrollo de nuevas zonas de extension, de
forma que la longitud de las hifas y la cantidad de ramificaciones depende del
medio de crecimiento. En los fermentadores las fuerzas de cizalla pueden oca-
sionar la fragmentacion de las hifas y dar lugar a la produccién de micelios més
cortos altamente ramificados.

En los hongos, el extremo hifal es la principal drea de actividad protoplds-
mica (Fig. 2.4). La pared celular que recubre el plasmalema tiene solamente 50
nm de espesor en la region apical, aunque por detrés del extremo puede alcan-
zar hasta 125 nm y el compartimento protopldsmico se va volviendo gradual-
mente mas vacuolado a medida que estd mds distante del dpice.

Las levaduras son microhongos que se encuentran generalmente en forma
de células tinicas y que se reproducen mediante gemacién (Fig. 2.5). Algunas
leyaduras estan formadas tinicamente por células individuales y a veces cadenas
cortas, mientras que otras se encuentran con un cierto rango de formas celula-
res, incluyendo diversos tipos de filamentos. Una caracteristica de la poblacién
en crecimiento de las células de levaduras es la presencia de yemas, producidas
cuando la célula se divide. La célula hija comienza siendo una pequefia yema,
que va creciendo hasta que alcanza un tamafio similar al de la madre y entonces
se separa. En las levaduras, la envoltura celular incluye la membrana citoplds-
mica, constituida por lipidos, proteinas y mananos, el espacio peripldsmico y
la pared celular, que contiene algunas proteinas y gran cantidad de glucano y
manano,

La levadura més utilizada en las fermentaciones industriales es Saccharomyces
cerevisiae, sobre todo en la produccién de alcohol y en panaderia; esta levadura
no degrada la lactosa, por lo que para producir alcohol o biomasa a partir de
suero de leche se utiliza Kluyveromyces lactis, que contiene los enzimas necesa-
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rios para transportar y degradar la lactosa. Otras levaduras importantes indus-
trialmente son Candida utilis v Endomycopsis fibuliger.

Las células de los mamiferos son generalmente mas complejas que las de
los hongos o las levaduras, y, como normalmente se encuentran en medios iso-
1onicos controlados, no tienen paredes celulares exteriores resistentes. La super-
ficie externa de la membrana plasmadtica tiene una capa o glicocalix consistente
en cadenas de oligosacdridos cortos unidas a lipidos y proteinas de la membra-
na intrinseca y a algunas proteinas adsorbidas. En los tejidos distintos de los
reproductivos, las células son diploides y se dividen aproximadamente cada 24
horas. Segtin el tipo, las células animales pueden crecer en cultivos en forma
de monocapas unidas a superficies (dependientes del soporte) o como células
suspendidas (independientes del soporte) en medios agitados suavemente me-
diante giro lento. Las necesidades nutritivas de las células de los mamiferos son
muy complejas, y ademds son muy sensibles a las fluctuaciones de pardmetros
como la temperatura, el pH, el oxigeno y el CO; disueltos.

Las lineas celulares preparadas directamente a partir de tejidos animales ge-
neralmente no sobreviven, aunque esto puede no ser asi. Usualmente también
exhiben inhibicién por contacto, es decir, detienen su crecimiento cuando se to-
can entre ellas. Sin embargo, después de pasajes repetidos, algunas lineas celu-
lares primarias pueden haberse transformado, es decir, pueden multiplicarse y
crecer mds rapidamente y a mayores densidades que las células primarias, pue-
den cultivarse indefinidamente y perder la propiedad de inhibicién por contac-
to. Las lineas de células tumorales se transforman facilmente.

Las células de hibridomas se construyen fusionando una célula de mieloma
con una célula productora de anticuerpos, de forma que las células hibridas tie-
nen las caracteristicas de las células transformadas y a la vez son capaces de
sintetizar un 1nico anticuerpo, denominado anticuerpo monoclonal. Estas cé-
lulas se utilizan en cultivos celulares o se implantan en el peritoneo de animales
para producir anticuerpos monoclonales.

Muchos tipos de células vegetales pueden crecer en un medio sélido o en
suspension mediante técnicas similares a las empleadas para el cultivo de célu-
las animales. Ademads de las necesidades del medio, que suele ser complejo e
incluir extractos de plantas y auxinas, también deben afadirse carbohidratos,
puesto que en las células cultivadas la fotosintesis no es tan eficaz como en la
planta entera. Los tejidos vegetales crecen en un medio sélido como un callo
formado por una mezcla de células parenquimatosas. Mediante el subcultivo
repetido, las células tienden a crecer mds rdpidamente, necesitan un medio me-
nos complejo, pueden cambiar su niimero de cromosomas y son menos capaces
de diferenciarse. El cultivo en suspensién es el método de cultivo de células ve-
getales mds utilizado, y su principal ventaja es que puede conseguirse un medio
homogéneo a lo largo del reactor.
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Fig. 2.4. Representacion de una hifa fingica (reproducido con permiso de Deacon, 1984).
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Fig. 2.5.Representacion del proceso de gemacién de una levadura (reproducido con per-
miso de Deacon, 1984).

Los virus son agentes submicroscépicos que infectan a las plantas, a los ani-
males y a las bacterias, y tienen genomas formados por ADN o ARN rodeados
por una capa proteica, de subunidades idénticas, que a veces esté recubierta por
una membrana exterior lipoproteica. No tienen citoplasma o membrana cito-
pldsmica y se replican dentro de células huéspedes especificas mediante los sis-
temas biosintéticos de la propia célula puestos bajo la direccién del genoma vi-
rico. Las vacunas viricas se obtienen por infeccién de células huéspedes cultiva-
das. Los virus bacterianos (bacteriéfagos) infectan los procesos de fermenta-
cién de cepas microbianas y causan serios problemas, particularmente en los
cultivos «starter» utilizados en la fabricacidn del queso.
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Fig. 2.6. Crecimiento de un microorganismo en un cultivo discontinuo,

Crecimiento celular

El crecimiento de los microorganismos es una parte integral de casi todos
los procesos de fermentacién. Ya hemos visto que las bacterias se reproducen
por fusién binaria produciendo dos células hijas del mismo tamafio, mientras
que la duplicacién de muchas levaduras se produce normalmente por mecanis-
mos de gemacion; los hongos crecen por extensién de las hifas y la morfologfa
de su micelio puede variar en funcién del medio ambiente. Cuando un hongo
crece en la superficie de un medio sélido produce una red miceliana, cuya natu-
raleza refleja la composicién del medio. En los cultivos sumergidos, las células
fungicas pueden crecer unidas a particulas de nutriente suspendidas en forma
de micelios filamentosos difusos o como masas densas. La morfologia del cre-
cimiento influye invariablemente en la velocidad de crecimiento y en la forma-
cién de productos. Debido a las limitaciones de difusion de nutrientes y pro-
ductos dentro de las masas flingicas, el crecimiento y el metabolismo se produ-
cen predominantemente en la periferia de éstas.
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Cuando un organismo se inocula en un volumen de medio dado, el cultivo
pasa por una serie de fases, segun se ve en la Figura 2.6. Después de la inocula-
¢idn, existe una fase de latencia, en la que el organismo s¢ adapta a las condi-
clones del medio; tras un cierto perfodo de tiempo en el que la velocidad de
crecimiento de las células aumenta gradualmente, las células crecen a una velo-
¢idad constante méxima; esta fase se denomina exponencial o logaritmica. A
medida que el crecimiento continiia, los nutrientes se van agotando y los pro-
ductos van siendo excretados por el organismo, la velocidad de crecimiento dis-
minuye y finalmente el crecimiento cesa, debido frecuentemente al agotamiento
de un nutriente esencial o a la acumulacién de algiin producto toxico; esta fase
s¢ denomina estacionaria.

El crecimiento se mide en funcién del incremento de la masa celular segiin
la ecuacién:

%;: X —ox (1)
donde x = concentracién celular (mg cm ~?)
t = tiempo de incubacién (h)
p = velocidad de crecimiento especifico (h ™)
« = velocidad especifica de lisis 0 metabolismo enddgeno (h™ D)

Cuando los nutrientes y otras condiciones celulares son favorables u>a y
la ecuacién (1) se transforma en

dr_

a2 (2)
que integrada, da

=% (3)

donde x = concentracién celular a tiempo cero
X, = concentracion celular después de un intervalo de tiempo t(h)
Tomando logaritmos en la ecuacién (2) se obtiene:

In xy=lInx,+ put (4)
Si t = 14, tiempo para que se dupligue la biomasa, entonces, x; = 2x
In 2x,=Inx,+ ply (8)
El 14, tiempo para que se duplique la biomasa, viene dado por
In2
=T (6)
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FACTORES QUE INFLUYEN EN LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO

La velocidad de crecimiento varia con el tipo de célula microbiana y tam-
bién en funcién de las condiciones medioambientales fisicas y quimicas. En ge-
neral, el tiempo para que se duplique la biomasa aumenta con la complejidad
del organismo, de forma que los tiempos de duplicacion medios para las células
animales y vegetales son substancialmente mayores que los de los mohos y las
levaduras, que a su vez son mayores que los de las bacterias.

Al igual que en las reacciones quimicas y enzimdticas, el crecimiento celular
varia en funcién de la temperatura. La mayoria de los microorganismos crecen
entre 25 y 30 °C aunque la temperatura real a la que crece un microorganismo
particular depende de su naturaleza psicrofilica, mesofilica.o termofilica mode-
rada o extrema, segun se indica en la Figura 2.7. Las células de los animales
y las plantas tienen unos margenes de temperaturas mucho mds estrechos para
su crecimiento. Dentro del rango, la velocidad de crecimiento aumenta con la.
temperatura hasta un maximo, por encima del cual la velocidad cae rapidamen-
te debido al incremento de la tasa de muerte microbiana. El efecto de la tempe-
ratura en la velocidad de crecimiento puede ser descrito por la ecuacién de
Arrhenius

p=Ae” ST (7]
donde A = constante de Arrhenius
E, = energia de activacién (kcal mol ~ ')
R = constante universal de los gases
T = temperatura absoluta

Termdfilos
Psicréfilos moderados Terméfilos

Meséfilos exiremos

| | 1 1 1 | 1 l 1 J
0 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100110

Temperatura °C —»

Velocidad de crecimiento —s=

Fig. 2.7. Influencia de la temperatura en la velocidad de crecimiento especifico de los
microorganismos psicrofilos, meséfilos y terméfilos.
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El pH influye en el crecimiento microbiano de la misma forma que lo hace
en la actividad enzimdtica. La mayoria de los microorganismos crecen dentro
de un rango de pH comprendido entre 3 y 4 unidades.

La velocidad de crecimiento de las células microbianas depende de la activi-
dad del agua o de la humedad relativa, definida como

A=PilPy (8)

donde P es la presion de vapor del agua en una solucién y P, es la presion
de vapor del agua pura. Las bacterias necesitan una A, >0,95 mientras que
It?s mohos pueden crecer a actividades del agua menores, de hasta 0,7 como ma-
ximo.

Como en cualquier reaccién quimica, la velocidad de crecimiento depende
de la concentracién de nutrientes quimicos, y puede describirse por la ecuacién
de Monod (Fig. 2.8)

5
=Py (9)
P ‘m“ﬁ,‘-i-.l .9?
donde p,,, = velocidad de crecimiento especifica maxima
5 = concentracion residual del substrato limitante
K, = constante de saturacion, equivalente a la concentracion de subs-

trato a p = 0,5 pa

_ Los valores tipicos de K; para diversas fuentes de carbono estdn compren-
didos entre 1y 10 mg dm ~?, Las células pueden crecer a velocidades préximas

Y T T o i A e e

‘“max

Velocidad de crecimiento especifico

0 S W

Concentracién del substrato limitanie

I-’llg. 2.8. Influencia dela concentracién de substrato limitante en la velocidad de creci-
miento especifico.
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a pmax cuando la fuente de carbono limitante es mayor que 10 Kg o 10-100 mg
dm ~*. Las concentraciones de carbohidrato elevadas pueden inhibir el creci-
miento debido a los efectos osmoéticos que, como hemos visto antes con la acti-
vidad del agua, tienen una influencia més acusada sobre las bacterias que sobre

los hongos.
Se ha comprobado que la cantidad de masa celular total formada durante

¢l crecimiento celular es frecuentemente proporcional a la cantidad de substra-
to utilizado

Biomasa producida (g)

Substrato consumido (g) 19

Txis =

donde yyx,s = coeficiente de rendimiento de biomasa

Metabolismo

METABOLISMO PRIMARIO

El crecimiento microbiano depende de la capacidad de la célula para utili-
zar los nutrientes de su medio ambiente y sintetizar los compuestos macromo-
leculares de las estructuras celulares y también los principales compuestos de
peso molecular bajo necesarios para la actividad celular. El metabolismo inter-
mediario incluye las reacciones que transforman los compuestos de carbono y
nitrégeno que entran a la célula en nuevo material celular o en productos que
son excretados. La sintesis de estos compuestos necesita energia, y la mayoria
de las células utilizadas en las fermentaciones industriales son heterotrofas y
obtienen su energia a partir de la ruptura de compuestos orgdnicos, En los pro-
cesos respiratorios o aerobios, los organismos son capaces de oxidar completa-
mente algunos de los substratos a COz y H:0, obteniendo el maéximo de energia
para la conversion de los substratos remanentes en nueva masa celular. En el
metabolismo fermentativo o anaerobio, las células son menos eficaces a la hora
de convertir los substratos organicos en material celular y usualmente excretan
intermediarios degradados parcialmente. '

Las rutas productoras de energfa o catabdlicas generan ATP y los coenzi-
mas reducidos necesarios para las diversas reacciones biosintéticas, e interme-
diarios quimicos utilizados como puntos de partida para las reacciones de

biosintesis.
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Los azticares se rompen por una de las tres vias, la de Embden-Meyerhof-
Parnas (EMP), la de la hexosa monofosfato (HMP), y la de Entner-Doudoroff
(ED), La ruta EMP, que convierte la glucosa en dos moléculas de piruvato a
través de la triosa fosfato estd muy difundida en las células de animales, plan-
tas, hongos, levaduras y bacterias, y como no produce precursores para la bio-
sintesis de aminodcidos aromadticos, ADN y ARN, los microorganismos que 1ini-
camente utilizan esta ruta para la asimilacion de la glucosa deben abastecerse
de factores de crecimiento. La ruta ED est4 relativamente restrigida, ya que la
utilizan unas pocas bacterias, entre ellas las Pseudomonas, que no metabolizan
la glucosa por la ruta EMP. Un ciclo de la ruta HMP da lugar a la conversion
neta de glucosa en CO; con produccion de 12 moléculas de NADPH + H™,
Los microorganismos pueden utilizar esta ruta para producir piruvato. La im-
portancia de la ruta HMP radica especialmente en la obtencién de precursores
de aminoAcidos aromdticos y vitaminas y del NADPH y H* necesarios para
muchas reacciones biosintéticas.

Un producto final significativo de todas estas rutas es el dcido pirtavico, que
en el metabolismo aerobio se introduce en el ciclo de los dcidos tricarboxilicos
(TCA) siendo asimismo precursor de los dcidos, alcoholes y otros productos fi-
nales del metabolismo anaerobio. Un gran numero de microorganismos cubren
sus necesidades de energia mediante el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos. El acetil
CoA (2C) formado a partir del piruvato se condensa con el oxalacetato (4C)
formando citrato (6C), que a su vez se convierte en oxalacetato siguiendo el ci-
clo, con produccién de dos moléculas de CO; (véase Fig. 2.9a). De este modo
el piruvato se oxida a CO; con formacién de coenzimas reducidos que pueden
volver a oxidarse pasando sus electrones a través de la cadena de transporte hasta
los aceptores de electrones, como el oxigeno. Durante el proceso de respiracion
parle de la energia producida se utiliza para formar ATP, necesario para las
biosintesis.

Los intermediarios del ciclo de los dcidos tricarboxilicos (TCA) también sir-
ven como precursores para la biosintesis de muchos aminoécidos, algunos 4ci-
dos orgdnicos y otros productos de fermentacién. Cuando estos intermediarios
se derivan de esa forma hacia procesos biosintéticos, se debe mantener el nivel
de oxalacetato necesario para que se condense con los grupos acetilo provenientes
del piruvato, mediante una serie de reacciones; entre ellas, la principal implica
la carboxilacién del piruvato o del fosfoenolpiruvato para formar oxalacetato
o malato. Los microorganismos que crecen utilizando como fuentes de carbono
dcidos grasos y acetato, o sus precursores, utilizan el ciclo de los dcidos tricar-
boxilicos para la produccién de energia y de las materias primas para los proce-
s0s biosintéticos. El acetil CoA formado se condensa con el oxalacetato para
entrar en el ciclo. El oxalacetato y el malato, convertidos en fosfoenol piruvato
y piruvato, pueden utilizarse como precursores de las hexosas y las pentosas a
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Fig. 2.9. (a) Reacciones anaplerdticas en las que interviene el ciclo de los dcidos triv:i:a.r'
boxilicos cuando un organismo crece en carbohidratos. (b). Reacciones anaplerdticas
y otras reacciones claves para la sintesis de precursores de hexpsa_ y pentosa cuant'i:; un
organismo se cultiva en substratos que generan acetato como principal fuente de carbono.

iravés de las reacciones reversibles de las rutas EMP y HMP. Nueva.meme. en
ausencia de reacciones anaplerdticas (restauradoras) los interrnedial"ms del c1.-
clo TCA podrian agotarse. En este caso la introduccién de dos reacciones enzi-
méticas conduce a otro mecanismo ciclico, conocido como ciclo del ghcllsulam.
que repone los 4cidos de cuatro dtomos de carbono utilizando lo§ acetil CoA
que entran. En la Figura 2.9 se resumen estas reacciones ana;’}leréucas. cla}ve. El
ciclo del glioxalato también puede utilizar para reponer los intermediarios del
ciclo de los TCA el acetil CoA producido a partir de las hexosas por la via
iruvato. B
3 Las hexosas se convierten en proteinas de organismos unicelulares (SCP) me-
diante la accién de levaduras y hongos utilizando generalmente una combina-
cién de las rutas EMP y HMP, seguidas del ciclo TCA y la respiraciéfl. La pro-
duccién de proteinas de organismos unicelulares a partir de alcanos m_:pllca la
oxidacion del alcano a unidades de acetato y su asimilacion por los cnc]o.s_clel
glioxalato y de los TCA, mediante los enzimas de las rula§ EMP y HMP utiliza-
dos para la biosintesis de hexosas, pentosas y otros constituyentes celula::es. En
la produccién de SCP a partir de metanol por las especies Methylophilus, el
substrato se convierte en formaldehido, que a su vez es oxidado en la via de
la ribulosa monofosfato (véase Fig. 6.4).
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En el proceso de fermentacidn para la obtencidn del dcido citrico utilizando
Aspergillus niger, las hexosas se convierten, mediante la ruta EMP, en piruvato
y acetil CoA, que se condensa con el oxalacetato para dar citrato en la primera
elapa del TCA, y posteriormente se impide la degradacién del citrato mediante
I inhibicién del enzima que degrada el citrato en el TCA. El oxalacetato nece-
sario para que la reaccién de condensacion se restablezca se obtiene por carbo-
xilacion del piruvato. La ruta EMP y la carboxilacion del piruvato intervienen
también en el proceso de produccion de dcido itacdnico a partir de la hexosa
por A, terreus. La produccién de dcido glutdmico y lisina por Corynebacterium
y Brevibacterium implica la ruta EMP, el TCA y varios mecanismos anapleréti-
cos (véase Fig. 9.1).

En la Figura 2.10 se resumen algunas de las principales rutas metabdlicas
anaerobias y los productos finales formados. El piruvato se produce en la ruta
EMP en algunas fermentaciones anaerobias importantes que utilizan cepas de
Saccharomyces, Lactobacillus y Clostridium. En las fermentaciones alcohdli-
cas con levaduras, el piruvato se convierte en acetaldehido y después en etanol;
ademas, en esta ultima reaccién, el NADH + H™ formado durante la glicélisis
es reoxidado por el enzima alcohol deshidrogenasa. La adicién de bisulfito sé-
dico a este proceso de fermentacién da lugar a la formacién de un complejo
sulfito-acetaldehido y a la reduccidn del intermediario glicolitico dihidroxiace-
tona fosfato a glicerol fosfato, lo que conduce a la produccion de glicerol (véase

HEXOSAS

EMP| ED |HMP

Glicerol == GlicerolP -«—DHA-P =-GA3.P

)

Acteil-CoA = PIRUVATO » Lactato
‘ /|_ T—= Acetato
Oxalacetalo  Acetaldehido Unidades de acelalo l
Succinato Etanol ———y Acetoacelalo Metano
Acetol
2 Acetil + 2 Formato g o
Propionato ‘l‘
2H, 2C0, ' ' '

Butialo  Butirato  Acetona + CQ,
v !
Aceltato  Elanol 2 3-Butanodiol Butanol  Isopropancl

Fig. 2.10. Principales rutas metabdlicas anaerobias y productos finales formados.
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Fig. 8.4). En la produccion de dcido 1-(+ )-lactico por fermentacion industrial
con Lactobacillus desbruckii, ¢l piruvato formado a partir de la hexosa se con-
vierte en lactato por la accién del enzima L-lactato deshidrogenasa. El dcido
acético se puede producir biolégicamente por conversién aerobia de etanol en
acetato (véase el Capitulo 7), con un rendimiento estequiométrico global de 0,66
a partir de glucosa. Los Clostridium thermoaceticum fermentan | mol de glu-
cosa dando 3 moles de acetato por la via del piruvato (véase Fig. 8.5). El Clos-
tridium acetobutylicum convierte el piruvato en una mezcla de acetona y buta-
nol. En los procesos de tratamiento de desechos la digestion anaerobia implica
la interaccién de 3 grupos microbianos en una serie de reacciones complejas.
Los 4cidos, aldehidos y ésteres orgdnicos producidos por degradacién de poli-
meros y mondmeros se convierten en acetato, CO; e hidrégeno, y a partir de
acetato e hidrégeno (véase Capitulo 12) se obtiene metano y CO;.

En algunos de los siguientes capitulos se van a tratar con mds detalle los
aspectos relacionados con el metabolismo primario de las cepas microbianas
implicadas en los procesos especificos de fermentacién industrial.

METABOLISMO SECUNDARIO

Los metabolitos secundarios son compuestos que no son necesarios para la
biosintesis celular, no tienen por tanto un papel directo en el metabolismo ener-
gético, y, en consecuencia, no se conoce con claridad la razén de su existencia.
Algunos de estos compuestos, principalmente los antibidticos, son utiles para
el organismo puesto que pueden inhibir a otros organismos de su entorno que
podrian competir por los nutrientes disponibles, mientras que otros pueden ac-
tuar como efectores para la diferenciacién, como agentes de simbiosis o como
factores en los ciclos sexuales. Ademads, tienden a ser sintetizados como fami-
lias de compuestos relacionados.s

La biosintesis de los metabolitos secundarios estd estrechamente relaciona-
da con el metabolismo primario de las células que los producen, ya que usual-
mente sus precursores son metabolitos primarios normales o modificados, co-
mo 4cidos orgdnicos, unidades de isopreno, aminodcidos alifaticos y aromati-
cos, derivados de azicares, derivados del ciclitol y bases puricas o pirimidini-
cas. El grupo mas importante de metabolitos secundarios microbianos produci-
dos por fermentacién industrial lo constituyen los antibidticos (véase Capitulo
10). Otros ejemplos de metabolismo secundario microbiano comerciales inclu-
yen el 4cido giberélico, los alcaloides del cornezuelo, substancias antitumorales,
inmunomoduladores e insecticidas. A partir de los vegetales pueden extraerse
un gran niimero de metabolitos secundarios de alto valor, por ejemplo, los deri-
vados de uso farmacéutico vinblastina, vincristina, ajmalicina, digitalina y co-
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deina, substancias aromatizantes como la quinina y el aroma del jazmin y la
menta, o insecticidas como las piretrinas. Es posible que algunos de estos com-
puestos puedan obtenerse en el futuro por cultivos en suspensién. Para obtener
rendimientos altos de metabolitos secundarios vegetales parece ser necesario un
cierto grado de agregacién y diferenciacion celular, lo que no siempre es desea-
ble en una planta a gran escala ya que generalmente el periodo de cultivo nece-
sario para las células diferenciadas es mds largo que el necesario para las no
diferenciadas, lo que aumenta los costos y eleva el riesgo de contaminacion
microbiana.

Regulacion del metabolismo

Una célula cualquiera tiene el potencial genético necesario para producir apro-
ximadamente 1,000 enzimas. Naturalmente, con tan compleja red de rutas me-
tabdlicas operando, estos enzimas deben ser sintetizados en proporciones co-
rrectas y deben trabajar en forma coordinada para permitir a la célula funcio-
nar como una unidad eficiente. Los microorganismos son capaces de alterar su
composicién y metabolismo en respuesta a cambios medioambientales, y los prin-
cipales mecanismos reguladores que les confieren esta flexibilidad operan tanto
a nivel de la sintesis de enzimas como de modificacion de su actividad.

En un proceso de fermentacién dado el flujo de substrato a través de la com-
pleia red de rutas anabdlicas y catabdlicas puede verse influido por una gran
variedad de mecanismos. Determinados enzimas limitantes de la velocidad es-
tdn situados estratégicamente en las diversas rutas, y usualmente son sensibles
a mecanismos de induccién/represion y activacién/inhibicién (véase més ade-
lante). La sobreproduccién de metabolitos primarios se debe a las altas veloci-
dades de flujo diferencial de las reacciones anteriores que dan lugar a la acu-
mulacién del metabolito y también a las bajas velocidades de las reacciones pos-
teriores que podrian causar su degradacién o utilizacion. Los procesos que re-
gulan la produccién de metabolitos secundarios son més complejos y menos
conocidos, aunque es evidente que muchos de estos mecanismos son similares
a los que controlan el metabolismo primario.

Naturalmente, en el desarrollo de los procesos de fermentacién para la so-
breproduccién de un metabolito particular, es esencial tener en cuenta los di-
versos procesos de regulacién en el disefio de las condiciones medioambientales
Gptimas, asf como en el aislamiento 0 manipulacion de las cepas microbianas
productoras.

BIOLOGIA D LOS MICROORGANISMOS DE USO INDUSTRIAL 3

SINTESIS ¥ DEGRADACION DE ENZIMAS

La concentracion total de un enzima intracelualr particular presente en las
células viene regulada por las velocidades relativas de sintesis y degradacién o
inactivacion de tal enzima. En las células, las proteinas estdn siendo degradadas
continuamente bajo la accidn de los enzimas proteolfticos, de forma que cada
proteina tiene una vida limitada. Las proteinas varian en su susceptibilidad frente
al ataque proteolitico, de forma que la sintesis neta de un enzima se produce
cuando su velocidad de sintesis es superior a la de degradacién.

En la Figura 2.11a se ilustra el mecanismo general de sintesis proteica de
los procariotas. Una tinica ARN polimerasa reconoce y se une a centros ADN
especificos denominados promotores, iniciando la sintesis del ARNm y la trans-
cripcion de un operdn. En el extremo del gen estructural, una regién de termi-
nacién hace que la ARN polimerasa cese la transcripcion y se disocie del ADN.
En los procariotas, muchas ARNm son policistrdnicas, esto es, codifican cade-
nas polipeptidicas multiples, mientras que la mayoria de los ARNm de los euca-
riotas son monocistronicos. La sintesis de cada proteina se inicia por la unién
de los ribosomas a un centro especifico del ARNm y la traduccién comienza
incluso antes de que la ARN polimerasa haya alcanzado la sefial para la
terminacién.

En algunos casos la transcripcion bacteriana se inicia a una velocidad cons-
tante (usualmente lenta), sin regulacién, en tanto que en otros la velocidad a
la que el ARN inicia la sintesis estd gobernada por proteinas que interactiian

ADN
Citoplasma

ADN "\ #

Transcripcion
primaria

ARNm

Proteina Transporte
naciente

3

5 Ribosoma
/ Proteina
nac{any
la)

(b)
Fig. 2.11. Sintesis proteica en los procariotas (a) y eucariotas (b).
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en una forma especifica con las regiones del ADN denominadas operones, lo-
calizadas cerca de los centros promotores. Las proteinas reguladoras que se unen
1 los operones se denominan represoras o activadoras, dependiendo de si dismi-
nuyen o incrementan la velocidad de iniciacion de la transcripcion. Algunos ope-
rones estdn controlados por proteinas activadoras y represoras y en los proca-
riotas los centros promotor-operador controlan frecuentemente la transcripcion
del ADN que codifica mds de una proteina. Las regulaciones de la sintesis pro-
teica tienen lugar en la mayoria de los casos mediante control de la velocidad
de iniciacién de la transcripcion, aunque a veces la regulacién se produce en
¢l momento de la terminacién de la transcripcion o en los puntos de iniciacién
de la traduccion.

En la Figura 2.11b se ilustra el mecanismo de la sintesis proteica en los euca-
riotas. La transcripcién se produce en el niicleo, y el ARN primario que se trans-
cribe se modifica ampliamente en el nicleo antes de que salga al citoplasma
para asociarse con los ribosomas. En los eucariotas el control de la sintesis pro-
teica puede ejercerse al nivel del procesado del ARN asi como en la transcrip-
¢i6n o en la traduccién. En los procariotas la regulacion en la etapa de traduc-
¢idn es muy poco importante.

Tanto en los procariotas como en los eucariotas, la estabilidad o vida media
del ARNm también puede influir en la velocidad de sintesis proteica. Los dis-
tintos ARNm tienen estabilidades diferentes, de forma que el efecto en la sinte-
sis proteica global es complejo.

Induccion

Algunos enzimas se producen siempre en cantidades substanciales cuando
la célula est4 creciendo, mientras que otros son inducibles, es decir, se forman
linicamente en presencia de determinados substratos en el medio. Los genes es-
tructurales de los enzimas inducibles son normalmente inactivos u operan a ve-
locidades «basales» muy bajas en ausencia de substrato. Cuando el substrato
se encuentra presente, el gen estructural se pone en marcha y se produce la trans-
cripei6n y la traduccién; este proceso se ilustra segiin el modelo de Jacob y Mo-
nod para la induccién de la §-galactosidasa del E. coli (Fig. 2.12). En ausencia
de inductor, un gen regulador sintetiza un represor que se une a un gen opera-
dor, evitando que la ARN polimerasa se mueva a lo largo del ADN para trans-
cribir el gen estructural. Sin embargo, en presencia del inductor, éste se une al
represor, arrancandolo del gen operador y permitiendo que tenga lugar la
transcripcion.

Represidn por el catabolito

Este fenémeno se produce frecuentemente cuando la célula crece en un me-
dio que contiene més de un substrato utilizable para el crecimiento. En la repre-

BIOLOGIA DE LOS MICROORGANISMOS DE USO INDUSTRIAL 19
0
3! # S ADN
ARN .
Represor polimerasa

En ausencia de Inductor

ADN
ARN — ———
polimerasa
Transcripcidn

Represor o Inductor
Y AANm
B i

Represor
inacti

s l Traduccidn

@ Enzima
Con inductor

Fig. 2.12. Representacién de un sistema enzimdtico inducible.

sion por el catabolito carbono, se sintetizan enzimas que catabolizan el mejor
substrato, usualmente glucosa, y fmicgmente cuando éste se ha agotado se pro-
ducen enzimas que descomponen el substrato méas pobre. La inhibicién de la
formacién de 3'-5"-adenosin monofosfato ciclico (AMPc) parece ser el factor
clave en la represion por el catabolito en el E. coli; este compuesto es necesario
para la sintesis de ARNm. El metabolismo de la glucosa reduce el contenido
de AMPc de las células unas 1.000 veces. El nivel de AMPc depende de la adenil
ciclasa y la AMPc fosfodiesterasa, que sintetizan y degradan el AMPc, respecti-
vamente. La adenil ciclasa parece estar inhibida por el transporte de compues-
tos de carbono utilizables en la célula. Aunque la represién por la glucosa se
produce ampliamente en los hongos, levaduras y Bacillus, los mecanismos re-
guladores atin no son bien conocidos.

Muchos enzimas, por ejemplo las proteasas, son reprimidos por la presen-
cia de aminodcidos 0 amoniaco utilizables rdpidamente (represién del cataboli-
to nitrégeno). La limitacién de amoniaco en el medio de crecimiento fermenta-
tivo desreprime rdpidamente la sintesis de estos enzimas.
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Represion feedback

Mientras que la sintesis de enzimas catabdlicos esté controlada frecuente-
mente por induccidn y represion de catabolitos, la biosintesis de enzimas ana-
bélicos puede estar regulada por la represion feedback producida por el pro-
ducto final. La represién feedback se utiliza ampliamente en la naturaleza para
controlar la sintesis de aminodcidos, purinas, pirimidinas y vitaminas, En el mo-
delo cldsico de represion feedback (Fig. 2.13) el gen regulador produce una pro-
tefna apo-represora, que, combinada con un co-represor (producto final), se une
al centro operador y bloquea la transcripcién. En ausencia de producto final,
no se produce la represion.

- polimerasa

Apo-represor
Q \¥’ Represor

Co-represor

|RI ]P/W s I ADN
v ARN

Co-represor presente

lRI ]P 0 s ARN

‘ ~

ADN
- polimerasa
Transcripcion
Apo-represor
|
T —
ARNm

Traducclon

;

Sin co-represor E Enzima

Fig. 2.13. Representacién de un sistema enzimético de represién por retroinhibicion.
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MODULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Muchos enzimas tienen uno o mds centros distintos al centro activo, deno-
minados centros alostéricos, que ligan reversiblemente metabolitos particulares
o moléculas efectoras, produciendo un cambio en la configuracion del enzima
y por tanto aumentando o disminuyendo su actividad. Las actividades de otros
enzimas estdn reguladas de forma covalente, de tal modo que la formacién o
degradacién enzimdtica de un enlace covalente en el enzima sirve para activarlo
o inactivarlo. Compuestos como el ATP, el ADP, el AMP y los nucle6tidos de
la nicotinamida, que reflejan el nivel de energfa disponible de las células, mo-
dulan también la actividad enzimatica y controlan el metabolismo ajustando
el balance entre los procesos catabdlicos y los procesos anabélicos que consu-
men energia.

HEGULACION DE LAS RUTAS METABOLICAS HAMIFTCADASI

Las rutas metabdlicas biosintéticas tienen frecuentemente una secuencia de
enzima comiin con ramificaciones que conducen a la formacidn de més de un
producto final. Los microorganismos han desarrollado mecanismos de retroali-
mentacién (feedback), por los cuales la acumulacién del producto final causa
un efecto en el primer enzima de la rama que conduce a ese producto. Ademas,
existen mecanismos en los que el producto final de una ruta ramificada produ-
ce la inhibicion «feedback» parcial del primer enzima de la secuencia comun
de forma que el flujo de substrato que pasa a través de esta secuencia se va re-
duciendo proporcionalmente. Este efecto se consigue a nivel biol6gico median-
te el uso de isoenzimas y mecanismos de regulacién «feedback» concertados
y acumulativos (Fig. 2.14). Estos efectos reguladores pueden ser de dos tipos:
inhibicién de la actividad enzimdtica y represion de la sintesis de enzimas. En
los casos en los que estdn implicados los isoenzimas (multiples formas de un
enzima capaces de catalizar la misma reaccidn), la sintesis o inhibicién de cada
forma enzimdtica puede estar regulada por un producto final distinto. En la
regulacién «feedback» concertada, tinicamente estd implicado un enzima, aun-
que debe haber més de un producto que inhiba su actividad o reprima su sinte-
sis. En las regulaciones feedback acumulativas, cada producto final produce una
inhibicidn o represién parcial y son necesarios todos los productos finales para
bloquear completamente la actividad o la sintesis.

Asimilacién del substrato/secrecién del producto

Para el rapido crecimiento celular son necesarios unos mecanismos eficaces
de flujo de entrada de substrato y de salida de producto, asi como el suministro
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Fig. 2,14, Mecanismo de regulacién por retroinhibicién de rutas metabdlicas ramifi-
cadas (reproducido con permiso de Demain, 1971).

de substrato para su conversién en metabolitos primarios y secundarios y otros
productos, y para la excreccion del producto. En los procariotas, el substrato
se mueve dentro y fuera de la célula directamente atravesando las membranas
asociadas con la envoltura celular. Algunas fermentaciones bacterianas han si-
do manipuladas para alterar la membrana celular o la composicién de la pared
con objeto de modificar los mecanismos de entrada o facilitar la excreccién (véase
Capitulo 9: produccién de dcido glutdmico). Ademds de la membrana plasmé-
tica externa, los eucariotas también tienen un extenso sistema de membranas
y orgdnulos internos. Algunos materiales son transportados a la célula por en-
docitosis, proceso en el que una region de la membrana plasmadtica se invagina
formando una vesicula que contiene el material proveniente del exterior de la
célula. La vesicula se funde con otro organulo, un lisosoma primario, forman-
do un lisosoma secundario en el que gran parte del material externo es degrada-
do y transportado al citoplasma. Los productos de degradacién se almacenan
en vesiculas hasta ser expulsados por exocitosis (Fig. 2.15); estas vesiculas estdn
presentes en gran nimero en los dpices de las hifas de los hongos. En conse-
cuencia, en los eucariotas, muchos de los procesos de transporte de substratos
y productos a través de la membrana se producen entre el protoplasma de la
célula y orgdanulos, como por ejemplo las vesiculas y el reticulo endopldsmico.

Los solutos son transportados a través de las membranas sin modificacién
(a) por difusién pasiva a favor de un gradiente de concentracion, (b) por difu-
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Fig. 2.15. Proceso de endo y exocitosis en los eucariotas.

sion facilitada por un gradiente de concentracién, por medio de un sistema de
transporte, que, al igual que los enzimas, presenta cinéticas de saturacion, y (c)
por transporte activo, que también implica un sistema de transporte pero que
permite el movimiento del soluto contra un gradiente electroquimico. Los solu-
tos también pueden modificarse durante la translocacién por enzimas con pro-
piedades vectoriales.

Las proteinas de transporte especif' icas parecen ser responsables del trans-
porte de muchos solutos a través de las membranas, algunos de los cuales estdn
ligados a la energia y otros son inducibles. En la biosintesis de algunos produc-
tos extracelulares microbianos el enzima biosintético final puede estar asociado
a la membrana y funcionando facilita la excrecién. Por ejemplo, se ha implica-
do a las translocasas en la extrusién de exopolisacdridos de las células.

SECRECION DE ENZIMAS

Los procariotas y eucariotas Gram-positivos tienen una tinica membrana plas-
madtica en su superficie, Por el contrario, las paredes celulares de las bacterias
Gram-negativas tienen dos membranas separadas mediante un espacio periplds-
mico. Los enzimas extracelulares, sintetizados por las bacterias Gram-positivas,
son transportados a través de la membrana citoplasmica, difundiéndose por la
pared celular y acumuldndose en el liquido de cultivo extracelular. Los enzimas
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extracelulares o proteinas secretoras son sintetizados por los eucariotas en la
superlicie del reticulo endopldsmico y transportados a través de la membrana
nl espacio de dicho reticulo. Las proteinas contenidas en estos espacios vesicu-
lures se procesan posteriormente en el aparato de Golgi y en otras vesiculas y
se secretan al medio ambiente externo de la célula por fusién de las vesiculas
con la membrana plasmdtica (Fig. 2.16). La glicosilacién de las proteinas se pro-
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secreloras de Golgi endoplasmico
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Fig. 2.16. Ruta de secrecién de proteinas en los eucariotas,

duce en el espacio vesicular del reticulo endopldsmico y en los cuerpos de Gol-
gi. Esta ruta secretora general parece ser similar en los eucariotas superiores y
en las levaduras y probablemente se produzca en los hongos filamentosos, aun-
que pueden existir variaciones en el proceso. En las bacterias Gram-negativas
muchos enzimas son transportados a través de la membrana citopldsmica y se
localizan en el espacio peripldsmico.

Las proteinas secretadas a través de las membranas contienen usualmente
un péptido amino terminal de extensién, denominado secuencia sefial. El pépti-
do sefial, que sobresale del ribosoma, interacciona con la superficie més interna
de la membrana plasmdtica de la bacteria o con el reticulo endopldsmico de
los eucariotas, formando un poro o canal. A medida que el polipéptido se elon-
ga pasa a través del poro en la membrana, en un proceso conocido como secre-
cién co-traduccional, y una peptidasa sefal localizada en la parte externa de
la membrana elimina el péptido sefial, permitiendo a la proteina asumir su es-
tructura tridimensional normal. En la Figura 2.17 se muestra un diagrama acer-
ca de la hipdtesis senal para la secrecién co-traduccional de la proteina. Algu-
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Fig. 2.17. Representacion de la secrecién co-translacional (reproducido con permiso
de Priest, 1984).

nas proteinas extracelulares son secretadas después de que han sido sintetizadas
en un proceso (que también implica un péptido seial) conocido como secrecion
post-traduccional.



Capitulo 3

Sistemas de fermentacion

Procesos continuos y discontinuos

Las fermentaciones pueden llevarse a cabo mediante procesos discontinuos,
discontinuos alimentados a intervalos o continuos asi como por variaciones de
estos procedimientos. Los cultivos discontinuos pueden considerarse como un
sistema cerrado, excepto para la aireacion, que contiene una cantidad limitada
de medio, en el que el inoculado pasa a través de un nimero de fases, segin
se muestra en la curva tipica de crecimiento discontinuo (véase Fig. 2.6). Mien-
tras que en el cultivo discontinuo todo el substrato se aflade al comienzo de la
fermentacion, en los procesos discontinuos alimentados el substrato se va afia-
diendo a intervalos a lo largo del proceso; esta forma de trabajo elimina los
efectos de represion por las fuentes de carbono utilizables rdpidamente, reduce
la viscosidad del medio y los efectos de los constituyentes toxicos, o simplemen-
te, hace que la etapa de formacidn de producto sea lo mas larga posible. Los
sistemas de cultivo discontinuo alimentados a intervalos, o continuos, se utili-
zan en la mayoria de los procesos de fermentacién industrial y estdn particular-
mente adaptados a los procesos de fermentacion en los que el producto se for-
ma mayoritariamente después de la fase de crecimiento exponencial. La princi-
pal desventaja de las fermentaciones discontinuas cuando se utilizan para la pro-
duccién de productos asociados al crecimiento, es que la formacién eficiente
de producto tiene lugar inicamente durante una fraccién del ciclo de fermenta-
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Fig. 3.1. Ciclo de fermentacién discontinuo.

¢ién (Fig. 3.1). Los sistemas continuos con volimenes de salida de producto ele-
vados pueden ser, en consecuencia, mucho mas eficaces en determinadas aplica-
ciones en términos de productividad del fermentador (volumen de producci6n
por unidad de volumen por unidad de tiempo, Kgm ™ *h~"). Las fermentacio-
nes continuas pueden considerarse como un sistema abierto en que el medio
se va anadiendo continuamente al biorreactor y se va eliminando simulténea-
mente igual volumen de medio fermentado. Existen dos tipos principales de reac-
tores continuos, los reactores de mezcla completa y los de flujo piston.

En un cultivo discontinuo, la concentracién de biomasa por unidad de tiempo

(t) es:
‘-._‘,YR= T[SR-—S.'J

= concentracion celular en el tiempo t
inéculo o concentracién celular inicial
v = rendimiento para el substrato limitante (g de biomasa por g de subs-
trato consumido)
s = concentracién de substrato en el tiempo t
Sp = concentracion inicial del medio

g
&
2 %
ol

Por tanto !
5 o AR

. SR— - §

%
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La cantidad de biomasa alcanzada en la fase estacionaria depende teérica-
mente de la concentracién inicial del substrato limitante del crecimiento y de
la eficacia del organismo para convertir el substrato en material celular. Por tanto,
suponiendo que el substrato limitante del crecimiento sea S = 0 en la fase
estacionaria
r= X —1.\'3

Sr

En un reactor continuo de mezcla completa en una sola etapa, la adicién
de substrato a una velocidad adecuada combinada con la eliminacién a una ve-
locidad volumétrica igual de medio de cultivo del recipiente produce un estado

estacionario en el que la formacidn de biomasa estd en equilibrio con la pérdi-
da de células. En estas condiciones:

(a) La velocidad de crecimiento especifico (i) viene controlada por la ve-
locidad de dilucion (D) puesto que p = D

(b) La concentracion de substrato en estado estacionario, 3~ en el quimos-
tato viene determinada por la velocidad de dilucidn, segiin la ecuacién:

KD
Hrn.‘lx o D

T

si las cinéticas siguen el modelo de Monod y D< piya
(c) Laconcentracién de biomasa en el estado estacionario, X viene deter-
minada por las variables operacionales Si y D, segun la ecuacién:

Estas ecuaciones se deducen de la Figura 3.2.

En la Figura 3.3 se muestra el efecto de la velocidad de dilucién en las con-
centraciones de substrato y biomasa en estado estacionario y en la productivi-
dad de biomasa. Como se ve, a medida que D se aproxima a p,,, la concen-
tracién residual del substrato limitante necesaria para soportar el aumento de
velocidad de crecimiento se eleva, y por tanto la concentracién de substrato tam-
bién aumenta (hasta el limite superior § = Sg) mientras que la de biomasa dis-
minuye. Cuando se emplea un sistema de cultivo en continuo, por ejemplo en
el proceso de fermentacidn industrial de produccién de proteinas de organis-
mos unicelulares, la cantidad de células producidas por unidad de tiempo (ve-
locidad de produccién) y por unidad de substrato utilizado () deben ser maxi-
mas, En estado estacionario, la velocidad de produccién serd igual al producto
de la velocidad de flujo por la concentracion celular. Para que la produccion
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La velocidad de dilucién D (h "), que representa el flujo del medio en el quimostato
por unidad de volumen de liquido contenido se define como:

D=FiV

donde V = volumen (m?)

F = velocidad de flujo (m* h™")
El cambio neto de biomasa con el tiempo, suponiendo que todas las células son viables,
puede expresarse como:

dx/dt= crecimiento — produccién
= .“x _— D‘\

En estado estacionario la concentracion de células en el reactor es constante, por tanto:
dr/dt=0
pv= Dy
=D
Cuando D<0,9 pu_ . 1a velocidad de produccion celular en el fermentador estd exacta-
mente equilibrada con la velocidad de produccién celular, y en estado estacionario esta
condicién se cumple (X = constante). Por otro lado, cuando el valor de D es similar

alde p__, la produccién de células en el efluente es superior a su velocidad de produc-
cién por crecimiento en el fermentador y se produce el colapso, siendo dx/df negativo

1 estd relacionado con la concentracién de substrato (s) mediante la ecuacién de Monod

Hmaxt
1=—
¢ K.+
En estado estacionario, u = D, y para el modelo cinético de Monod de crecimiento celular
Hmax®
D=—
A+7
donde 5 es la concentracién de substrato residual en estado estacionario
KD
Hmay— D

=

como D — , entonces § — S
La concentrmgn de biomasa en gl quimostato en estado estacionario para el caso de
una alimentacidn estéril (X; 0 X = 0), viene dado por

v=V{Sx—7)

*-1'[\' KD J
i kg ﬂmnl_u

cuando D — , X =0
La prodm:ti\ndn':im de biomasa, P’ , para un proceso de fermentacidn continuo en esta-
do estacionario viene dada por

por tanto

Fig. 3.2. Cinéticas del cultivo continuo.
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celular sea maxima, la velocidad de dilucidén deber4 ser alta, aunque no tanto
que exceda a pg,, 0 se produzca la pérdida de material. La productividad ma-
xima, combinando una produccidn elevada con una utilizacién de substrato efi-
caz, se obtiene a una velocidad de flujo igual a la maxima velocidad de produc-
cidn, o ligeramente inferior, y con la mayor concentracion de substrato posible
practicamente en el flujo de alimentacion.

En los procesos de produccién de algunos metabolitos primarios, se pueden
adoptar medidas similares para optimizar las condiciones del quimostato. Sin
embargo, en el caso de metabolitos secundarios, en el que el producto no va
asociado al crecimiento, no se puede utilizar un Unico quimostato de mezcla
perfecta, sino que deben emplearse quimostatos multietapas para permitir que
prevalezcan distintas condiciones medioambientales en las etapas separadas, si
las condiciones dptimas para el crecimiento y la formacién de producto son di-
ferentes. Los quimostatos gue incorporan procesos de reciclado de biomasa con-
centrada para incrementar la concentracién de biomasa en el reactor han en-
contrado aplicaciones industriales en la produccién de alcohol y en el tratamiento
de efluentes.

En los reactores de flujo piston, el cultivo fluye por un reactor tubular sin
mezcla en contracorriente. En la entrada del reactor se van anadiendo conti-
nuamente las células y el medio, por lo que la composicidn del medio, la con-
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centracion de biomasa y las concentraciones de producto varian con la longitud
del reactor de una forma andloga a los cambios ocurridos a lo largo del tiempo
en un fermentador discontinuo. Usualmente debe incorporarse un sistema de
reciclado de la biomasa para obtener un indculo continuo en la entrada.

Diseiio del fermentador

La funcion principal de un fermentador es la de proporcionar un medio am-
biente controlado que permita el crecimiento eficaz de las células y la forma-
cién de producto. El fermentador tipico moderno de laboratorio se ha disefiado
como una unidad sofisticada con las caracteristicas y la instrumentacién nece-
sarias para llevar a cabo una gran variedad de procesos de fermentacion. A la
hora de discutir acerca de los fermentadores piloto, deberia recordarse que los
fermentadores a escala de producc:én mdustrﬁfson usualmente unidades cons-
truidas a medida teniendo en cuenta los costos y objetivos espﬂ:ﬂ‘ icos, y disefia-
das para un proceso o una serie de procesos relacionados, y en conseciiencia,
tinicamente tienen las caracteristicas e instrumentacién especuﬁcados para un
proceso de produccién particular,

CONDICIONES PARA OPERAR EN MEDIO ASEPTICO

Muchos biorreactores tienen que trabajar en condiciones asépticas utilizan-
do un indculo puro del microorganismo y excluyendo los organismos contami-
nantes; por consiguiente, el biorreactor, al igual que la red de tuberias asocia-
das, ha sido diseflado como un recipiente a presién de tal forma que tanto el
sistema como el medio que contenga puedan esterilizarse a la temperatura/pre-
sion adecuadas, un minimo de 121 “C/15 psi durante 15-30 minutos. Las vdlvu-
las utilizadas en las secciones esterilizables deben ser utilizadas en condiciones
asépticas, Las vélvulas de estrangulamiento y las de diafragma son particular-
mente adecuadas, puesto que su mecanismo de operacion estd separado del me-
dio liquido o gaseoso por un tubo o un diafragma flexible. Los puntos de entra-
da al recipiente y el proceso para afiadir y eliminar gases o liquidos al/del reac-
tor durante la fermentacion también deben estar disefiados de forma que man-
tengan las condiciones asépticas (Tabla 3.1). En la Figura 3.4 se ilustra una vél-
vula de muestreo aséptica.

No todos los procesos de fermentacidn necesitan condiciones totalmente es-
tériles; en algunos se reduce simplemente su contaminacioén por pasterizacién,
mientras que otros dependen realmente de la poblacién microbiana natural, por
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Tabla 3.1. Diseno del fermentador v operaciones relacionadas con ¢l mante-
nimiento de su esterilidad

Componente o proceso Fundamento

Ejemplos o comentarios

1. Recipiente

2. Entrada y
salida al
fermentador

3. Tuberias

4, Vilvulas

5. Prensaestopas y
cojinetes del
agitador

Diseflado para ser esterilizado
con vapor a presion, resis-
tente a la corrosion quimica
y con materiales no téxicos
para el organismo

Esterilizables con vapor de
agua

Sin bolsillos o espacios muer-
tos, inclinadas hacia el
punto de drenaje

Adecuadas para operar aspé-
ticamente. Los materiales de
construccién deben ser ca-
paces de tolerar las condi-
ciones de temperatura y
presidn del proceso y ser
resistentes a los componen-
tes quimicos utilizados

Sellados para trabajar en
condiciones asépticas
prolongadas

(a) Vidrio de un espesor apro-
piado para fermentadores
pequefios y mirillas

(b) Acero inoxidable resis-
tente al pH del proceso

Las vdlvulas varian en su grado
de idoneidad. Las vilvulas de
compresion y las de diafrag-
ma son especialmente aptas
para uso aséptico, puesto gue
su mecanismo estd separado
mediante un tubo flexible y
un diafragma, respectivamen-
te, del caldo o del gas que
fluye

(a) Capas de asbesto o de hi-
los de algoddn empaque-
tados contra el gje

(b) Cierres: forros de metal,
las condiciones asépticas se
mantienen por contacto
superficial uniforme de
precision entre un forro de
cierre giratorio y el estacio-
nario del eje del agitador.
En los cierres mecdnicos,
el componente estacionario
y el giratorio se mantienen
juntos mediante resortes o
fuelles que se expanden

(c) Dispositivos de agitacién
magnéticos que no pene-
tran en el recipiente. Un eje
externo hace girar al eje de
un agitador interno me-
diante una fuerza magnética
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Tabla 3.1. Continuacién

Componente 0 proceso

Fundamento

Ejemplos o comentarios

6. Entrada de gas

7. Salida de gas

8. Alimentacion
de aditivos

9. Alimentacion,
inéculo y
lineas de
muestreo

Filtro de aire para esterilizar el
aire que entra, Esterilizable
con vapor de agua. Vilvula
de no retorno situada entre el
difusor v el filtro de aire para
evitar el flujo en contraco-
rriente del medio al filtro

Disefiado de forma que no se
produzca la contaminacion
por flujo en contracorriente

Alimentacién esterilizada por
calentamiento o filtracion

Esterilizables con vapor de
agua antes y después de su
uso

(a) Lana de vidrio, fibra de vi-
drio u otro material empa-
quetado que atrapa fisi-
camente las particulas

(b) Filtro de membrana plega-
da fabricado con éster de
celulosa, nilén polisulfona
u otros materiales

El filtro de salida puede utili-

zarse cuando no se desee la
liberacién de organismos del
cultivo al medio ambiente

Acido, dlecali (liquido o

gaseoso), carbohidrato,

~ precursor

Secuencia de muestreo (véase
Fig. 3.4): (a) apertura de las
vélvulas 2 y 3 para esterili-
zar la tuberfa, (b) cierre de
la vélvula 3, (c) apertura de
la vdlvula 4 pama enfriar la
tuberia estéril caliente antes
de introducir la muestra, (d)
cierre de la vélvula 4, aper-
tura de la vélvula 1, (e)
desechar el cultivo del es-
pacio muerto, (f) recoger la
muestra, (g) cierre de la val-
vula 1, (h) repetir (a) y (b)

lo que el disefio del reactor y del equipo necesarios para cada proceso deben
simplificarse de acuerdo con esto.

AIREACION Y MEZCLADO

El proceso de fermentacién industrial aerobio debe disponer de un sistema
de aireacion y mezclado del cultivo. El reactor de tipo tanque con agitacion con-
vencional incluye un sistema de agitacién mecénico consistente en un eje verti-
cal con varios agitadores, en tanto que la mayoria de los biorreactores de platos

LY
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Vapor de agua

Aire estéril
Fermentador

| | Muestra

Fig. 3.4. Puerta de muestreo aséptico. Los ntiimeros 1, 2 y 3 corresponden a vélvulas,

(Rushton) estdn equipados con turbinas de discos localizadas a lo largo del eje
y con dimensiones controladas para conseguir un buen mezclado y una buena
dispersion a través del medio. Ademas disponen de varios deflectores (usual-
mente entre 4 y 6) cuya anchura representa el 10 % del didmetro del recipiente,
localizados a lo largo del perimetro del reactor con objeto de incrementar la
turbulencia. El aire estéril se introduce por la base del tanque, normalmente por
un anillo pulverizador, y es dispersado eficazmente a través del medio por la
accion del sistema de agitacion. En la Figura 3.5 se esquematizan los compo-
nentes del sistema de agitacion.

La geometria de los fermentadores aireados debe disefiarse de forma que
se facilite la eficacia del intercambio gaseoso, Las caracteristicas finales deben
tener en cuenta los fenémenos de transporte que existen en los procesos
bioldgicos.

Flujo de fluidos

Los fluidos se denominan newtonianos cuando su flujo obedece a la ley de
viscosidad de Newton. Supongamos que un fluido esta contenido entre dos pla-
cas paralelas de seccion A separadas una distancia x; si una placa se mueve en
una direccion a una velocidad constante, la capa de liquido adyacente a la placa
que estd en movimiento también se moverd en esa direccién impartiendo parte
de su momento a la capa mas préxima, haciendo que se mueva a una velocidad
ligeramente inferior. La ley de Newton de la viscosidad establece que la fuerza



56 BIOTECNOLOGIA DE LA FERMENTACION
3 D-\— Cierre del eje del agitador
Relaclones geométricas tipicas
i 3 *
[]-Deliector H -
y A 5 25-30
| ‘ } H4d % 0.1
| ‘ i 9 025033
H ? 'E # — .
L * [O—{J=—{} Agitador de turbina de disco "
g {8 5025
Y ===
i L} d.d
' w w ? 0.756 — 0.85
ey >
| z Kj Entrada de aire d
| S B QT S 1015
0]

Fig. 3.5. Diagrama de un fermentador y de un agitador de turbina de disco con palas.

de viscosidad F se opone al movimiento en la interfase de las dos capas de liqui-
do que fluyen con un gradiente de velocidad de dv/dx dado por la ecuacién:

F=nAde/da

(Fid)

= dojax

Il

donde n = viscosidad del fluido o resistencia del fluido al flujo

F/A = fuerza de cizalla o fuerza por unidad de drea

dv/dx = velocidad de cizalla o gradiente de velocidad

La viscosidad es el cociente entre la fuerza y la velocidad de cizalla, y repre-
sentando una frente a otra se obtiene una linea recta para un fluido newtoniano
gue tiene una viscosidad constante igual a la pendiente de la recta. Mientras
en un proceso de fermentacién newtoniano la viscosidad no varia con la fuerza
de cizalla o con la velocidad de agitacién, en un fluido no newtoniano puede
variar con ambas. En la Figura 3.6 se encuentran las graficas obtenidas con un
fluido newtoniano y con algunos no newtonianos. La mayoria de los polimeros
se comportan como fluidos pseudopldsticos, que se caracterizan por tener una
viscosidad aparente decreciente con fuerzas o velocidades de agitacién crecien-
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Fig. 3.6. Reogramas de fluidos con distintas propiedades reolégicas.

tes. Algunos caldos de fermentacién se comportan como fluidos reol6gicos pseu-
dopldsticos o pldsticos de Bingham (Tabla 3.2).

Transferencia de masa

Durante el crecimiento y metabolismo microbianos tiene lugar de forma con-
tinua la transferencia de nutrientes y metabolitos entre el medio ambiente exter-
no y la célula. En este intercambio, cada nutriente o metabolito experimenta
diversas fases pudiendo encontrarse en forma de sélido, liquido o gas. En los
procesos de fermentacién convencionales, la demanda microbiana de substra-
1os distintos al oxigeno es cubierta usualmente sin dificultad, puesto que estos
son suministrados en exceso en solucidn en el medio.
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Tabla 3.2. Reologia de los cultivos productores de micelio

Microorganismos Producto Reologia del cultivo
Contothyrium hellbon Hidroxilacién de esteroides Bingham
Enddomyves sp Glucoamilasa Pseudopldstico
Seterllsme chrysogenum Penicilina Pseudopldstico
Stveplomyees grisens Esmmmidm Bi-u‘hlm
Ntrepiomyers Kanamycelicus Kanamicina Binsham
Strsplamyces miens Novobiocina Bingham

La velocidad de transferencia de masa entre las fases liquida y gaseosa estd
fuertemente influenciada por la solubilidad del gas en la fase liquida. El oxige-
no es poco soluble en soluciones acuosas, y en consecuencia, en muchos proce-
s0s de fermentacion aerobios el suministro de oxigeno es el factor crucial deter-
minante de las velocidades metabdlicas por la que la transferencia de masa del
oxigeno tiene un papel importante en el disefio del fermentador.

Transferencia de oxigeno

La transferencia de oxigeno a la célula durante la aireacién del fermentador
implica la transferencia de oxigeno desde las burbujas de aire a la solucién, la
transferencia de oxigeno a través del medio a la célula y finalmente la absorcién
del oxigeno por la célula. La transferencia de oxigeno a partir de las burbujas
de aire a la solucidn, que es la etapa limitante de la velocidad en las fermenta-
ciones en medios no viscosos, y que es incluso ain més limitante en las fermen-
taciones en cultivos viscosos, puede ser descrita por la ecuacion:

dd. ) y
_(‘l.f'- =Ah Lal % — (.'|_ )

donde C, es la concentracion de oxigeno disuelto en el seno del liquido (mmol
dm ™%

t es el tiempo (h)

dC, /dt es el cambio de la concentracién de oxigeno con el tiempo (mmo-

les dm ~*h ') o la velocidad de transferencia de oxigeno (OTR)

K, es el coeficiente de transferencia de masa (cm h~ i

a es la superficie interfacial gas-liquido por volumen de liquido (cm? cm ™)

C* es la concentracion de oxigeno disuelto en saturacién (mmol dm ~%).
A 1 atm y 30 °C la solubilidad del oxigeno en agua es de 1,16 mmoles dm ~*,

K, a, coeficiente de transferencia de masa volumétrica (h "), es una medi-
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da de la capacidad de aireacion del fermentador en las condiciones de la prueba
(a mayor valor de K;a, mayor es la capacidad de aireacion). La concentracidn
de oxigeno disuelto en el medio del fermentador serd el balance entre el sumi-
nistro de oxigeno disuelto y la demanda por parte de los organismos. Cuando
en el fermentador K a es demasiado baja para satisfacer la demanda de oxige-
no de los organismos, las concentraciones de oxigeno disuelto caerdn por deba-
jo del nivel critico (Cyy), usualmente inferior a 0,05 mmol dm ~*. Por tanto,
el Kia del fermentador debera ser suficientemente grande como para mante-
ner la concentracion de oxigeno disuelto 6ptima para la formacién del produc-
to. Entre los factores que influyen en el valor de K« alcanzado en un fermen-
tador de una geometria dada se incluyen la velocidad de flujo de aire, la veloci-
dad de agitacion, (por ejemplo la velocidad de rotacion de los agitadores), las
propiedades fisico-quimicas y reoldgicas del cultivo y la presencia de agentes
antiespumantes. Cuando una fermentacién se aumenta de escala es importante
que en la escala mayor se utilice el valor 6ptimo de K| a encontrado a escala
mas baja. Por consiguiente, tanto K; @ como el conocimiento de los factores que
influyen en su valor son importantes a la hora de disefiar y aumentar de escala
un proceso de fermentacién. En particular, en las fermentaciones de fluidos no
newtonianos la estrategia de aumento de escala intenta mantener constantes la
velocidad punta y el valor de K;a variando en el tanque mas grande el didme-
tro de los agitadores frente al didmetro del recipiente.

Transferencia de energia

Para que el crecimiento, metabolismo y transferencia de masa se produzcan
a las velocidades deseadas, debe suministrarse o eliminarse energia del reactor.
Durante la esterilizacién y durante los procesos de control de la temperatura
se intercambia calor. En el metabolismo se produce energia metabdlica que se
disipa en forma de calor, y tiende a elevar la temperatura del caldo de fermenta-
cion. También se puede generar calor como resultado de la energia mecdnica
necesaria para los procesos de agitacion y de aireacion. Cuando los biorreacto-
res funcionan a temperaturas superiores a la ambiente, se necesita una fuente
de calor para mantener la temperatura. Las exigencias netas de calentamiento
o enfriamiento externo del fermentador se determinardn realizando un balance
entre los procesos que generen y consuman calor siendo necesario usualmente
utilizar cambiadores de calor. En los fermentadores la transferencia de calor
se produce mediante circulacién de agua a través de una camisa por el exterior
del recipiente o mediante serpentines situados dentro de los reactores. Las fer-
mentaciones aerobias son usualmente exotérmicas durante las fases de crecimiento
y metabolismo activos y exigen refrigeracién para controlar la temperatura.
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Potencia necesaria en el fermentador

En los fermentadores con agitacion provistos de deflectores se consigue una
mezcla eficaz mediante un flujo totalmente turbulento, que puede ser caracteri-
sado por el nimero adimensional de Reynolds (Ng.)

. D*Np =
Nie= (> 10 ® para las turbinas Rushton)
donde D = didmetro del agitador (cm)
N = velocidad de rotacion del agitador (cm s~ ')
p = densidad del liquido (g cm ™%
n = viscosidad del fluido

Cuando se agita un liquido newtoniano no gasificado en un recipiente pro-
visto de deflectores, la entrada de potencia al liquido (la potencia absorbida por
¢l liquido) puede representarse por otro numero adimensional, el niimero de po-
tencia (V).

}J
" pNPD?
donde P es la potencia externa del agitador (no gasificado)

En un fermentador agitado equipado con defectores, el nimero de potencia
estd relacionado con el mimero de Reynolds mediante la ecuacion:

- v .p

Np=C(Ny)?

donde C es una constante dependiente de la geométria de la vasija e indepen-
diente de su tamafio y z es un exponente. Por tanto

P e (D2Np)®
p.-\"’DS o n

de forma que los valores de P a distintos valores de N, D, 7 y p pueden determi-

narse experimentalmente,

Las potencias tipicas para fermentadores de 100, 2.500 y 50.000 | de capaci-
dad son de 1-2, 15 y 100 Kw respectivamente.

OTROS DISENOS DE FEAMENTADORES

Sistemas de cultivo sumergidos

' Eq la pr:oduccién de vinagre se utiliza especialmente un reactor tanque con
agitacion aireado modificado, el «Frings acetator». En este aparato el aire es
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aspirado y distribuido mediante un rotor de turbina de cuerpo hueco de alta
velocidad, conectado a una tuberia de succidn de aire. El aireador es autoaspi-
rante y por tanto no se necesita aire comprimido (véase Fig. 7.8).

Fl reactor de tipo tanque con agitacion es el biorreactor mas utilizado en
las fermentaciones aireadas debido a su fiabilidad y flexibilidad. No obstante,
los costes de mantenimiento e inversion son relativamente elevados, y ademas
se plantean problemas a la hora de disefiar agitadores para los fermentadores
muy grandes debido a la longitud del eje del agitador. En los biorreactores sin
agitacién mecdnica, como los biorreactores tipo torre y los de bucle, la airea-
cién y el mezclado se llevan a cabo utilizando caudales de gas elevados.

En los fermentadores tipo torre (Fig. 3.7) el aire se introduce por la base
del aparato y el mezclado se produce por las burbujas ascendentes, de forma
que la fuerza de cizalla que sufren los organismos es minima. Este tipo de fer-
mentadores se ha utilizado para producir 4cido citrico, con granulos de A. ni-
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Flg. 3.7. Fermentador tipo torre (reproducido con permiso de Kristiansen y Chamber-
lain, 1983).
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ger vy cepas de Candida guilliermondii, y también para la produceion de vina-
gre, alcohol industrial y cerveza. Como el mezclado vertical es relativamente
malo en los fermentadores de tipo torre, se puede operar de forma continua,
con alimentacién por la parte baja y salida por la parte alta, consiguiéndose
asi una retencion de biomasa elevada. En los fermentadores tipo torre no airea-
dos, utilizados en la produccién de cerveza o de alcohol industrial, la retencion
de biomasa es maxima cuando se emplean levaduras de fermentacién con bue-
nas propiedades floculantes.

El biorreactor de bucle impulsado por aire contiene un tubo interno o exter-
no, a veces con deflectores, que incrementa el mezclado al forzar un flujo direc-
cional en el seno del liquido (Fig. 3.8). La fuerza impulsora de la circulacién
se crea por la diferencia de densidad (debida a diferencias en la cantidad de bur-
bujas de aire dispersadas) entre las secciones de flujo ascendente y descendente.
En el reactor de este tipo disefiado por ICI, por ejemplo, el aire se introduce
por la base del fermentador y pasa a la solucién por la presion hidrostdtica de
la columna (véase Figs. 6.1a y 6.le). En el capitulo 6 podra verse que se han
utilizado con éxito disefios similares para la produccién de biomasa a partir de
organismos unicelulares. En el cultivo de caldos micelianos filamentosos visco-
sos para la produccién de proteinas de organismos unicelulares se han desarro-
llado sistemas de agitacion y tubo de recirculacién combinados (véase Fig. 6.1f).

Are 1 e J_I

e
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F| K

Fig. 3.8. Biorreactor con bucle interno (a) y externo (b) (reproducido con permiso de
Smith, 1985).
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En las fermentaciones industrinles con células de animales y plantas, mds sus
ceptibles a sufrir dafos por lus fuerzas de cizalla que las células microbianas,
se han aprovechado las ventajas del menor efecto de cizalla de los fermentado-
res agitados por aire,

En los sistemas de tratamiento de aguas residuales con lodos activados se
han utilizado algunas variaciones de estos tipos de reactores de cultivo sumergi-
do. El proceso convencional se basa en la agitacién vigorosa con aire u oxige-
no inyectado por difusores de burbujas, paletas, agitadores, etc. (Fig. 3.9). Tam-
bién se han desarrollado sistemas de cultivo sumergido basados en los funda-
mentos del fermentador de bucle impulsado por aire (Fig. 3.10).

Los recientes y draméticos progresos en el cultivo de células de animales y
en la tecnologia de hibridomas han conducido al desarrollo de nuevos procesos
de cultivo industriales para la elaboracion de productos derivados de células ani-
males. La forma mas simple de crecimiento de células de mamiferos es en culti-
vos en suspension. La mayoria de las células de origen leucémico o linfoideo
crecen como células individuales en cultivos en suspension estacionarios o agi-
tados. Muchas células dependientes de anclaje pueden no crecer en cultivos en
suspensién, a menos que se empleen procedimientos especiales. El método mas
prometedor en tales casos utiliza perlas microtransportadoras, fabricadas con
polimeros naturales o sintéticos, como soportes de las células. Entre los proble-
mas asociados con la produccion a gran escala de células animales en cultivos
en suspensién se incluyen las densidades celulares limitadas conseguibles en los
sistemas de cultivo convencionales y la sensibilidad de las células a las fuerzas
de cizallas. Se han utilizado fermentadores agitados suavemente de forma me-
cdnica o por ai{e, asi como reactores de tipos mas modernos. La encapsulacién
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Fig. 3.9. Biorreactor de lodos activos (reproducido con permiso de Smith, 1985).
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de células de hibridoma en perlas de alginato permite emplear reactores de tipo
t?mque con agitacién, produciéndose concentraciones elevadas de células y an-
thL!CrpOS dentro de la cépsula. Otro método implica el uso de sistemas de per-
fu‘su.Sn, equipados con tubos porosos y membranas semipermeables para el su-
ministro de nutrientes y gases y para la eliminacién de los productos y de los
metabolitos téxicos.

El disefio de biorreactores destinados al cultivo de células vegetales debe te-
ner en cuenta las caracteristicas Winicas de tales células: gran tamaio, sensibili-
dad a las fuerzas de cizalla, crecimiento lento, formacién de producto durante
las fases de crecimiento lento o estacionarias, y la necesidad de que exista un
cierto grado de contacto célula-célula o de diferenciacién para la produccién
de metabolitos secundarios. El cultivo en suspension se utiliza para la produc-
¢ién industrial de shikonina.
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Fermentaciones en substratos sélidos

Las fermentaciones en substratos sélidos, utilizadas para el cultivo de mi-
croorganismos en materiales sélidos que contienen o no una cantidad limitada
de agua libre, se emplean en la obtencidn de enzimas fiingicos por cultivos en
superficie y en la produccion de champifiones asi como en otras aplicaciones.
Los substratos utilizados mas comunmente son el salvado de trigo, los granos
de cereal, las legumbres, la madera y la paja. Los microorganismos que crecen
bien en las fermentaciones en substratos sélidos son usualmente organismos que
pueden tolerar una actividad del agua baja (A,).

Los microorganismos tienen respuestas distintas frente a la activdad del agua,
de forma que por ejemplo, con una A, inferior a 0,95 se inhibe el crecimiento
bacteriano, en tanto que los mohos y las levaduras pueden crecer a una A, de
aproximadamente 0,7, Las fermentaciones en substrato sélido se llevan a cabo
de diferentes formas dependiendo de si los microorganismos utilizados son los
indigenas o cultivos aislados puros. La elaboracién del compost para la produc-
cién de champifiones implica las actividades sucesivas de un amplio rango de
poblaciones de microorganismos indigenas que van desde las bacterias mesofi-
licas, las levaduras y los mohos hasta los hongos termofilicos y los actinomice-
tos. El proceso tradicional Koji para la fermentacién de granos y habas de soja
y los procesos similares para la produccién de enzimas industriales a partir de
mohos, ambos con cultivos de Aspergillus oryzae y especies relacionadas, son
ejemplos de fermentaciones en substratos sélidos que utilizan cultivos fliingicos
puros.

Puesto que la mayoria de las fermentaciones en substratos sélidos son aero-
bias, las condiciones de fermentacién deben disefiarse de forma que la transfe-
rencia de oxigeno y la eliminacién de CO; del substrato sean eficaces. Debido
a las elevadas concentraciones de substrato por unidad de volumen, el calor ge-
nerado también por unidad de volumen durante la fermentacidn es usualmente
mucho mayor que en las fermentaciones liquidas, y el contenido menor de hu-
medad hace mas dificil su eliminacion. La eleccién del tamafio de particula del
substrato es de importancia critica para optimizar los espacios vacios interpar-
ticulas que faciliten la transferencia de gases y de calor, La eliminacion de ca-
lor puede verse facilitada incrementando la velocidad de aireacién del sistema.

Entre las ventajas de los sistemas de fermentacion sobre substratos sélidos
en las fermentaciones industriales se encuentran la mayor productividad y sim-
plicidad de la técnica, los menores costos de inversion, la reduccién del consu-
mo energético, el menor volumen de aguas residuales producidas y la ausencia
de problemas debidos a la formacién de espuma, aunque también tienen limi-
taciones, como la acumulacién de calor, la contaminacion bacteriana, los pro-
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blemas de aumento de escala y la dificultad de controlar el nivel de humedad
del substrato.

Como ejemplos de disefio de fermentadores con substratos solidos se pue-
den citar los sistemas de agitacion continua lenta (como los tambores rotato-
rios), los sistemas de cubetas y los de flujo de aire, en los que se insufla aire
acondicionado a lo largo del lecho de substrato en una cdmara de cultivo (Fig.
1.11). Los tambores rotatorios estan equipados usualmente con una entrada y
una salida para la circulacion de aire humidificado y con frecuencia contienen
deflectores o secciones para agitar el contenido. Los fermentadores de cubetas
tienen capas de substrato de 1-2 pulgadas de espesor apiladas en camaras que
generalmente estdn ventiladas con aire humidificado. En las camaras de cultivo
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Fig. 3.11. Fermentadores en substrato sélido. (a) Tambor rotatorio, (b) sistema de cu-
beta, (c) sistema de flujo de aire forzado.
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con circulacion forzada de aire se controla la temperatura del lecho ajustdndose
a la del flujo de aire reciclado.

Instrumentacion y control

Los fermentadores estdn equipados con instrumentos que se utilizan para
facilitar el andlisis y registro de pardmetros especificos, para ayudar a estable-
cer las condiciones optimas del proceso de fermentacion y para optimizar el pro-
ceso de produccion. El control de un pardmetro particular se lleva a cabo con
un sensor que mide la propiedad y con un controlador que compara esta medi-
da con un valor fijo predeterminado y que activa el equipo hasta ajustar el va-
lor de la propiedad a éste. El ajuste implica usualmente la modificacion del es-
tado de una vélvula de apertura o la velocidad de una bomba dosificadora.

Los sensores pueden estar «on line», es decir, conectados a la instalacién
del fermentador o en contacto con la corriente, o «off-line», de los cuales se
toma asépticamente una muestra para andlisis. Los sensores «on line» de los
fermentadores comunes se utilizan para medir propiedades fisicas como la tem-
peratura, la presion, las r.p.m., del agitador, las velocidades del flujo de liqui-
dos y gases y para medidas fisico-quimicas como el pH y las concentraciones
de gas en las fases liquida y gaseosa. Los sensores «on-line» en contacto con
el medio del fermentador, incluyendo electrodos de pH y sondas medidoras de
gas disuelto deben ser esterilizables con vapor de agua, facilmente calibrables
y dar una lectura continua fiable, En la Tabla 3.3 se describen algunos de los
sistemas de medida «on-line» mds importantes,

El método que nos da mas informacién acerca del estado de la fermenta-
cién es probablemente el andlisis del gas de salida. Los métodos de andlisis del
0O, mediante procedimientos paramagnéticos y del CO; mediante andlisis con
infrarrojos tienen las desventajas de la necesidad de calibrado y de su lento tiempo
de respuesta. Los espectrometros de masas pueden operar sin atencion personal
durante largos perfodos de tiempo y medir CO2, Oz, N2 y otros gases con un
alto grado de precision, y cuando se acoplan a una computadora pueden sumi-
nistrar datos ttiles como los coeficientes respiratorios (CR = CO; producido/O;
consumido) y la velocidad de absorcién de oxigeno. Su rdpida velocidad de res-
puesta hace que algunos espectrémetros de masa hayan sido incorporados a mu-
chos fermentadores mediante tuberias de empalme muiiltiple muestreadoras con
objeto de obtener datos acerca de cada corriente gaseosa.

Aungue los andlisis «off-line» ain se utilizan para medir muchos substra-
tos, metabolitos, enzimas, constituyentes celulares y biomasa, la tendencia ac-
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Tubla 3.3. Sistemas de medida de fermentacion on-line

Purdmetro Equipo de medida  Fundamentos de la medida (comentarios)

Temperatura Termometros y termis- Cambios de resistencia eléctrica
tores de resistencia con la temperatura
eléctrica

Presion Mandmetro de presion La seccién trasversal eliptica de una
de Bourdon espira parcialmente hueca tiende a

volverse circular, enderezdndose gra-
dualmente a medida que aumenta la
presion en su interior

Sensor de presion de Movimiento de un diafragma en res-
diafragma puesta a los cambios de presidn
Mandmetros de tension  Cambios de la resis. eléctrica cuando
electrdnica un alambre estd sujeto a tensioén
Contenido del Medida de la carga celular El peso de la vasija se mide mediante un
aparato (peso) manémetro de tension, la resistencia

eléctrica es proporcional a la carga

Sensor del nivel del li- Cambios de la capacitancia de la son-
quido utilizando sondas  da con el nivel de liguido
de capacidad (volumen)

Espuma Sondas metalicas de La espuma toca el extremo de la sonda
espuma aisladas en el completa un circuito elécirico que ac-
extremo colocadas a tiia como un dispositivo de alimenta-
diferentes niveles cidn antiespuma (la condensacion de

humedad a lo largo del exterior del
aislamiento puede inutilizar el sistema)

r.p.m. del agitador Tacédmetro Mecanismos de deteccion mediante in-

duccion, generacion de voliaje, sen-
sores de luz o fuerzas magnéticas

Velocidad de flujo  Rotdmero La posicién de un flotador que se mue-
2ase0so ve libremente en un tubo con didme-
tro creciente montado verticalmen-

te indica la velocidad de flujo

Medidor térmico del Deteccion de una diferencia de tempe-

flujo de masa ratura a lo largo de un dispositivo

calefactor colocado en el paso de gas

Flujo liguido Agitadores, turbinas, Sistemas graduados para indicar la ve-
rotdmetros locidad de flujo (no adecuados pa-

ra uso aséptico)
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Tabla 3.3. (continuacion)
Pardmetro Equipo de medida  Fundamentos de la medida (comentarios)
Transductor de flujo El flujo de liguido en un campo mag-
eléctrico nético es tal que el voltaje inducido
es proporcional a la velocidad rela-
tiva del fluido y al campo magnéti-
co. (Puede utilizarse asépticamente)
Bombas de medida tipo  Medida indirecta de la velocidad de
diafragma y bombas flujo mediante bombas precalibra-
peristdlticas das (adecuado para medidas y bom-
beos asépticos)
pH Electrodo de referencia  njodigas potenciométricas de la con-
de vidrio combinado centracién de iones hidrégeno
0, disuelto Electrodo de O; Los electrones producidos por la inte-
raccién del oxigeno con una superficie
metdlica generan una corriente. La
sonda contiene una membrana a tra-
vés de la cual puede difundirse oxig.
CO; disuelto Electrodo de CO;

El sensor es una sonda de pH rodeado
por una solucién HCOs+H *, cuyo
pH viene influenciado por los iones
HCO;. El sensor contiene una mem-
brana permeable a los iones HCOj.
(Electrodos caros y poco fiables)

O, en fase gaseosa Andlisis paramagnético Sistemas de anélisis térmico y deflec-

de gases cidn basados en la fuerte afinidad
del oxigeno por un campo
magnético

CO; en la fase Andlisis infrarrojo El CO; absorbe en el infrarrojo. (La

gaseosa

medida del O; y el CO; de la fase ga-
seosa se lleva a cabo usualmente en la
salida del fermentador). Normalmente
se supone que las concentraciones de
0, y CO; en el aire entrante son de
2091 %y y 0,03 % respectivamente

Andlisis general Espectrometria de masas  Las moléculas de gas que entran al ins-

de gases

trumento se ionizan y aceleran al
atravesar un campo magnético. Los
fragmentos de moléculas de masas
diferentes se desvian en grados di-
ferentes y son recogidos y medidos
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tual hacia procesos de control mds automatizados ha desembocado en una de-
manda obvia hacia métodos que puedan medir cuantitativamente moléculas bio-
Idgicas «on-line». Algunos de los sistemas de control «on-line» automdticos exis-
tentes pueden aplicarse a los fermentadores, siempre que los problemas de mues-
treo aséptico de la fase liquida puedan resolverse utilizando técnicas de mues-
treo con microfiltracion. Por ejemplo, cuando se emplean métodos de filtra-
cion o de didlisis es posible el control «on-line» con HPLC.

Se ha desarrollado una nueva generacién de biosensores altamente especifi-
cos, destinados predominantemente a aplicaciones clinicas, basados en el esta-
blecimiento de una interfase entre enzimas inmovilizados y sensores electroqui-
micos. Por ejemplo, en la actualidad para el control de algunos procesos puede
utilizarse un electrodo de glucosa esterilizable o un electrodo sensible al alco-
hol. El desarrollo de biosensores «on-line» que aprovechan los cambios confor-
macionales producidos en las proteinas con actividad enzimética a medida que
interaccionan con los substratos, o las propiedades donor/aceptor de electrones
de las moléculas biolégicas dardn lugar indudablemente a un mayor nivel de
sofisticacién en el control de los procesos de fermentacion.

Las computadoras pueden utilizarse en los procesos de fermentacion para
procesar los datos suministrados por los sensores, pudiendo analizar los datos,
presentar el andlisis en dispositivos al efecto, y almacenarlos o utilizarlos para
controlar el proceso mediante sefiales que activen conmutadores, vdlvulas y bom-
bas. Las operaciones de procesado de datos deben incluir el cédlculo de veloci-
dades, rendimientos, productividad, coeficientes respiratorios, etc. El almace-
namiento y organizacion de los datos relativos al proceso de fermentacién me-
diante computadoras es un componente extremadamente importante en la ma-
yoria de los procesos industriales de fermentacion. Ademas de mantener los re-
gistros de cada lote con objeto de asegurar la calidad, y para su inspeccién por
las autoridades reglamentarias, con frecuencia se han conseguido mejoras sig-
nificativas del proceso analizando juiciosamente los registros del proceso. Los
sistemas de control del proceso pueden consistir simplemente en la implanta-
cidén automdtica de operaciones secuenciales, por ejemplo un ciclo de esteriliza-
cién. Ademés, pueden mantenerse las propiedades medioambientales en los pun-
tos clave mediante control digital, de forma que la computadora compare los
valores de salida y las medidas en un punto. Por otra parte, las condiciones me-
dioambientales pueden mantenerse mediante control digital directo colocando
los sensores en interfase directa con la computadora, no necesitdndose unida-
des de control individual. En la Figura 3.12 se muestran los elementos clave de
un sistema de fermentacion controlado por computador.

Un sistema de fermentacién integrado totalmente computerizado necesita
modelos del proceso detallados capaces de detectar y responder a cambios en
las condiciones de cultivo que puedan influir en la fisiologia celular y en la pro-
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Fig. 3.12. Componentes esenciales de un biorreactor controlado por computadora (re-
producido con permiso de Wilson, 1984).

ductividad. Las computadoras también se pueden utilizar para investigar en fer-
mentacién y desarrollar estrategias que optimicen el crecimiento y la formacion
de producto. Finalmente, la programacién de la operacion global de una planta
de fermentacién multiunidades, incluyendo el procesado corriente arriba y co-
rriente abajo, puede realizarse con una computadora centralizada.



Capitulo 4

Materias primas utilizadas
en fermentacion

Criterios utilizados en la formulaciéon del medio

Los medios utilizados en las fermentaciones industriales deben contener to-
dos los elementos necesarios para la sintesis del material celular y para la for-
macion de producto; ademas, deben satisfacer los objetivos técnicos del proce-
so ofreciendo un medio ambiente favorable para el crecimiento y/o formacion
de producto y al mismo tiempo ser econémicamente rentables. Muchos proce-
sos de fermentacion se desarrollan en diversas etapas (desarrollo a pequeiia es-
cala y crecimiento del indculo, crecimiento microbiano y formacién de produc-
to en el fermentador de produccién) de forma que cada etapa tiene unos objeti-
vos lécnicos v unas necesidades particulares en cuanto a medios, Usualmente,
en las etapas de desarrollo y de aumento de escala del inéculo, el objetivo es
conseguir velocidades de crecimiento altas para disponer de niveles elevados de
biomasa viable y en una forma fisiologica adecuada para ser utilizada como
indculo en la siguiente etapa. Cuando el producto final deseado sea la biomasa
viable o proteinas de organismos unicelulares, el disefio del medio y de las con-
diciones de fermentacion deben permitir velocidades de crecimiento elevadas y
altos rendimientos de biomasa de células viables o de células con una composi-
cion adecuada para ser utilizadas como proteinas de organismos unicelulares.
Cuando el producto final sea un producto celular, por ejemplo un enzima (u
otra proteina) o un metabolito, la situacidn es mds compleja. Si el producto estd
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usociado al crecimiento, el medio debe satisfacer simultdneamente las necesida-
des para el crecimiento celular y para la formacién de producto de forma 6pti-
ma. Cuando el grueso de formacién de producto se obtiene después del creci-
miento celular, el medio debe ser tal que inicialmente las células que tengan pro-
piedades fisioldgicas adecuadas se produzcan eficazmente durante la fase expo-
nencial después de la cual las condiciones deben favorecer la sintesis de produc-
to a una velocidad éptima haciendo que los rendimientos de producto final sean
méximos. En muchos productos industriales obtenidos predominantemente des-
pués de la fase de crecimiento exponencial, por ejemplo enzimas y antibidticos,
se observa con frecuencia la existencia de una velocidad dptima lineal de for-
macioén de producto durante la fase post-exponencial, por lo que el objetivo clave
consistird en controlar el medio y las condiciones medioambientales de forma
que esta fase de produccién lineal sea lo mds larga posible.

INFLUENCIA DEL MEDIO EN EL CRECIMIENTO CELULAR

Los microorganismos necesitan carbono, nitrégeno, minerales, a veces facto-
res de crecimiento, agua y (si son aerobios) oxigeno para formar su biomasa
y como fuente de energia para la biosintesis y mantenimiento celular. La com-
posicién elemental de la mayoria de los microorganismos es muy similar, y en
consecuencia puede utilizarse como punto de partida para disefiar un medio de
fermentacién 6ptimo. Los valores tipicos para el C, H, O, N y S, en tanto por
ciento en peso de células secas, son 45, 7, 33, 10 y 2,5, respectivamente. También
pueden ser necesarios elementos traza como Cu, Mn, Co, Mo, B y posiblemen-
te otros metales, dependiendo de la fuente de agua utilizada. Algunos microor-
ganismos crecen en un medio que no contiene factores de crecimiento, mientras
que otros necesitan medios complejos que contienen nutrientes especificos co-
mo aminodcidos, vitaminas o nucledtidos. Sin embargo, los organismos que no
necesitan estos suplementos tienen frecuentemente velocidades de crecimiento
substancialmente més elevadas en medios complejos. Los factores de crecimiento
especificos pueden afadirse al medio en forma de compuestos quimicos puros,
por ejemplo, biotina en las fermentaciones para obtener dcido glutdmico, o mds
usualmente como componentes de fuentes de nitrégeno més ordinarias, por ejem-
plo extractos de maiz. Pricticamente en todas las fermentaciones industriales
el carbono suministra la energia para el crecimiento, asf como los dtomos de
carbono para la biosintesis. La cantidad de carbono necesaria en condiciones
aerobias puede determinarse a partir del coeficiente de rendimiento de biomasa

Biomasa producida (g)
Substrato de carbono utilizado (g)

s dii=
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En el Capitulo 2 ya se ha discutido la influencia de condiciones medioam-
bientales relacionadas con el medio como el pH, la concentracion de substrato,
elc., en la velocidad de crecimiento.

FORMACION DE PRODUCTO

Cuando la formacién de producto depende de inductores, debe incorporar-
se al medio el inductor especifico o un andlogo estructural y a veces mantenerse
en €l a lo largo del proceso mediante adiciones continuas o discontinuas. De
la misma forma, si la formacién de producto estd sujeta a la represion por el
catabolito por substratos como glucosa y otros carbohidratos, es necesario uti-
lizar un mutante sin esta regulacion o suministrar el carbohidrato en forma con-
tinua o discontinua pero de modo que sus niveles permanezcan por debajo de
la concentracion critica necesaria para la represion. Muchos procesos de pro-
duccién de enzimas estan sujetos a induccién y/o represién por el catabolito.
En las fermentaciones para obtener metabolitos secundarios la baja productivi-
dad estd asociada frecuentemente con la presencia en' el medio de concentracio-
nes elevadas de fuentes de carbono rdpidamente metabolizables.

Una fuente de nitrogeno utilizable rapidamente inhibe la produccién de al-
gunos antibiéticos. En los hongos, el ién amonio impide la absorcién de ami-
nodcidos-por accién de las aminodcido permeasas tanto generales como especi-
ficas; también impide la asimilacién de nitrato en muchos microorganismos,
de forma que el nitrato tinicamente se utiliza como fuente alternativa de nitré-
geno cuando se ha agotado el amonio.

La concentracion de ciertos minerales es critica en algunas fermentaciones.
Muchas fermentaciones para la produccién de metabolitos secundarios necesi-
tan que la concentracidn de fosfato inorgdnico sea baja durante la fase de pro-
duccidn, interviniendo a veces el calcio en la precipitacién del exceso de fosfato.
Las concentraciones de elementos traza como hierro y/o zinc tienen unos efec-
tos criticos en la produccion de penicilina, actinomicina, cloranfenicol, neomi-
cina, griseofulvina y riboflavina. La concentracién de manganeso es importan-
te en la produccién de bacitracina y dcido citrico. Algunos de los efectos de es-
tos metales se explican en funcion de su activacién o inhibicion de determina-
das actividades enzimaticas.

En algunas fermentaciones, por ejemplo en la produccién de algunos anti-
bidticos, vitaminas y aminodcidos, se afladen precursores al medio que se in-
corporan directamente al producto. Por ejemplo, el dcido fenilacético es el prin-
cipal precursor utilizado en la produccién de bencilpenicilina por fermentacion.

La optimizacion de la produccion de algunos metabolitos requiere la incor-
poracién de inhibidores especificos al medio, bien para minimizar la formacién
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de otros intermedios metabdlicos o bien para prevenir el metabolismo posterior
del producto deseado. En la produccién de tetraciclina mediante Streptomyces,
¢l ién bromuro impide la formacién de clorotetraciclina y en la produccién de
glicerol mediante Saccharomyces cerevisiae, el bisulfito sédico impide la reduc-
cion del acetaldehido, de forma que la reoxidacion del NADH + H* implica
la conversidn de dihidroxiacetona fosfato en glicerol-3-fosfato, que a su vez se
transforma en glicerol.

OXIGENO

La mayoria de los procesos de fermentacién son aerobios, por lo que requie-
ren el suministro de oxigeno como materia prima. La oxidacién completa de
la glucosa, representada por la ecuacion

CsH1304 460, = 6H,0 + 6CO,

necesita 192 g de oxigeno para oxidar 180 g de glucosa, Suponiendo que los
linicos productos extracelulares que se forman son el CO; y el H,0, se necesitan
aproximadamente 0,4 g de oxigeno para producir 1 g de peso seco bacteriano
a partir de glucosa.

Ademds de esta demanda global de oxigeno, los procesos metabdlicos se ven
influenciados por la concentracién de oxigeno disuelto en el medio. La relacién
entre la concentracién de oxigeno disuelto ¥ la velocidad de absorcidn especifi-
ca de oxigeno (Qo,, mmoles de O, consumidos por g de peso seco de células
por hora) sigue la ecuacién tipica de Michaelis-Menten (Fig. 4.1), por lo que
para mantener la produccién de biomasa al maximo, el nivel de oxigeno disuel-
to debe estar por encima de la concentracién critica (Cgy). Los niveles de oxi-
geno disuelto para que la velocidad de formacién de producto sea optima pue-
den ser totalmente distintos a los de las Cuit- En general, para mantener la pro-
duccién de metabolitos resultantes del ciclo de los 4cidos tricarboxflicos pare-
cen ser necesarias concentraciones de oxigeno disuelto superiores a la Cy,,
mientras que para la produccién de metabolitos no provenientes del ciclo de los
4cidos tricarboxilicos, a partir del fosfoenolpiruvato ¥ piruvato, parecen necesi-

larse concentraciones de oxigeno disuelto inferiores a la C,.

EFECTOS COMBINADOS

Los efectos de los constituyentes del medio y del oxigeno en el crecimiento
y formacién de producto son complejos y estdn frecuentemente interrelaciona-
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Concentracion de Oy disuello

Fig. 4.1. Efecto de la concentracidn de oxigeno sobre la velocidad de absorcidn especi-
fica de oxigeno (Q,,) de un microorganismo.

dos. La observacién de que el rendimiento de biomasa de levaflura a partir de
azicar es superior y el de alcohol es inferior en presencia de oxigeno, compara-
dos con los obtenidos en condiciones anaerobias, se conoce como efecto Pas-
teur, Sin embargo, a concentraciones de glucosa superiores a lc?s 250-300 mg
I~ incluso en condiciones aerobias, los enzimas oxidantes del ciclo de los écg-
dos tricarboxilicos y de los sistemas citocromo son reprimidos por los catal::oh-
tos y el rendimiento de biomasa baja al convertirse la mayor parte del azicar
en alcohol. En este caso, el menor rendimiento de biomasa se ‘debe a la repre-
sién por el catabolito. En las fermentaciones industriales destmgdas a la} pro-
duccién de metabolitos primarios y secundarios, la sobreproduccmn_ de bm_vma-
sa reduce el rendimiento del producto. En la produccién de rnetabc?htos prima-
rios, si la proporcién de substrato convertido en biomasa es demasiado grar.lde,
¢l rendimiento del metabolito es menor. La produccién de a]guno.s metabph:os
parece necesitar una fisiologia celular atrofiada. La spbreprnducmfin de bioma-
sa impide el comienzo de la produccién de metabolitos _sec'updar:os. Las con-
centraciones elevadas de biomasa flingica pueden ser perjudma'les para los pro-
cesos de formacion de producto que requieran oxigeno, al limitar la velocidad
de transferencia de este elemento.

FISIOLOGIA Y MORFOLOGIA

Los constituyentes del medio pueden influir profupdameme en la éis;olt::;a
de los microorganismos y con frecuencia la optimizacién del proceso de for
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cidn de producto va asociada con formas fisioldgicas particulares. En las fer-
mentaciones optimizadas para la produccion de 4cido citrico con Aspergillus
niger, el micelio se encuentra en forma de pequeiios grdnulos micelianos duros
y las hifas son anormalmente cortas y achaparradas. Para la produccién de 4ci-
do itaconico con A. rerreus también es preferible el crecimiento en forma de
grianulos. A partir de Rhizopus arrhizus se obtiene un mayor rendimiento de
dcido fumdrico si el crecimiento tiene lugar en forma filamentosa; también en
la produccién de penicilina con Penicillium chrysogenum se prefiere en general
que el crecimiento sea en esta forma. Las velocidades de crecimiento miceliano
y de asimilacién de nutrientes son en general significativamente mayores cuan-
do ¢l crecimiento se produce en forma de filamentos en vez de en forma de gré-
nulos. Por tanto, para la produccién de biomasa se prefieren las condiciones
del medio que induzcan el crecimiento en forma filamentosa.

En las cepas de Streptomyces griseus destinadas a la produccién de estrep-
tomicina, la fragmentacién miceliana y la pérdida de la formacidn de conidios,
y un cambio progresivo hacia morfologias de tipo nocardial, estdn asociados
con la degeneracion del cultivo y con la capacidad de producir antibidticos.

Entre las condiciones relacionadas con el medio que han demostrado tener
influencia en la morfologia se encuentran la viscosidad, el pH, los cationes di-
valentes, los agentes quelantes, los polimeros anidnicos, los agentes tensioacti-
vos y la presencia de solidos. Por ejemplo las hifas del P chrysogenum se vuel-
ven mads cortas y gruesas a medida que el pH es mds alcalino, y en consecuencia
forman grdanulos; las substancias poliméricas afiadidas al medio tienden a cau-
sar un crecimiento filamentoso disperso. El carbopol, un polimero del carboxi-
polimetileno, el dcido alginico y la carboximetilcelulosa inducen el crecimiento
filamentoso en especies como P chrysogenum, A. niger y R, Arrhizus. Los ca-
tiones divalentes inducen frecuentemente al crecimiento en forma de granulos,
y sus efectos pueden contrarrestarse con la adicion simultdnea de agentes que-
lantes o cambiadores i6nicos, como por ejemplo polimeros aniénicos. Muchas
observaciones sugieren que los cationes divalentes pueden contribuir a la for-
macion de grdnulos al interaccionar con grupos aniénicos de las superficies ce-
lulares, uniendo paredes de células adyacentes mediante puentes salinos o ven-
ciendo las fuerzas repulsivas de las superficies cargadas negativamente, facili-
tando asi la formacion de granulos. A veces se producen interacciones célula-
célula entre distintas esporas en una etapa previa a su germinacion y que con-
ducen a la formacion de granulos, mientras que en otros casos es necesaria la
presencia de hifas micelianas. Sin duda estas interacciones dependientes de la
carga se ven influidas directamente por los constituyentes ionicos del medio. Tam-
bién es de esperar que las condiciones medioambientales, incluyendo el medio,
que alteren la composicidn de la superficie de la célula, influyan en su morfolo-
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Tabla 4.1, Efecto del manganeso en la composicion de la pared celular de A.
niger (calculados segln los datos de Kisser er al., 1980)

Composicidn de la pared Deficiencia Suplemento de manganeso

celular (%) de manganeso

a-Glucano 66,4 59.0
B-Glucano 7.0 18.2
Quitina 20.0 6.8
Proteina 24 29
Galactomanano} 3.7 12.6
Galactosamina -5 g
Lipidos 0.5 0.5

gia. Se ha demostrado que la composicién de la pared celular de A. niger se
ve significativamente influenciada por el manganeso (Tabla 4.1).

También se ha demostrado que la presencia de cationes influye en la flocu-
lacién de las levaduras, y que los componentes celulares de las levaduras estdn
implicados en su entrecruzamiento, El fendmeno de la floculacién de las leva-
duras es importante en su sedimentacién y eliminacion en la produccion de be-
bidas alcohdlicas no destiladas. El empleo de cepas de levaduras que floculan
y sedimentan rdpidamente en los procesos de fermentacion continua para la pro-
duccidn de alcohol, mediante fermentadores verticales de flujo ascendente, per-
mite que las levaduras sedimenten y se separen de la cerveza incrementando la
densidad celular en el fermentador sin el empleo de centrifugas.

La obtencién de algunos productos microbianos estd asociada con la for-
macién de esporas, mientras que la sintesis de otros resulta inhibida por este
mismo fenémeno. La esporulacién puede regularse modificando el medio de
cultivo. En general los niveles bajos de nitréogeno en forma compleja inducen
la formacidn de esporas, en tanto que las concentraciones elevadas de amino4-
cidos la inhiben.

El medio de cultivo puede manipularse de forma que se vea afectada la per-
meabilidad de la célula. En las fermentaciones para obtener dcido glutdmico
la limitacién de la cantidad de biotina inhibe la biosintesis completa del acido
oleico por las bacterias productoras y modifica la permeabilidad de la célula
de forma que el dcido glutdmico puede ser excretado al medio. Los antibiéticos,
por ejemplo la penicilina, que inhiben la formacién de peptidoglicanos entre-
cruzados, dan lugar a la formacién de células hinchadas que también excretan
dcido glutdmico al medio. Se ha demostrado que algunos agentes tensoactivos
aumentan la velocidad de secrecién de los enzimas microbianos extracelulares.
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MATEFIAS PRIMAS UTILIZADAS PARA EL CONTROL DEL PROCESO

Entre las materias primas utilizadas directamente para el control del proce-
50 se encuentran los tampones, dcidos y dlcalis para el oontro! del pH, los._:l:l;
tiespumantes para impedir la formacion de espumas y los nutrientes que evi
problemas tales como la represiéon por el catabolito.

Control del pH

Con frecuencia se aiade fosfato inorgdnico en exceso a los 'procesos de fer-
mentacion debido a su buena capacidad tamponante en Ia‘ I:Cgl(.')n de PH com-
prendida entre 6,0 y 7,5. Los dcidos orgdnicos se pueden uillw:ar tamt.uén con:io
agentes tamponantes para valores de pH infefion:s. El_ medio ltamb:én put; e
ser tamponado eficazmente frente a la produccion d!: dcido medllal?le el emfl eo
de carbonato cdlcico. El pH puede controlarse tamb'lé.n con la adlcu?n de hidro-
xisales, amoniaco liquido o gaseoso y dcidos sulfirico y cllorhidnco..

El pH del medio se controla con frecuencia_ de forma.mdlrecta medlan;e }l;lt‘l.
balance equitativo entre las fuentes de carbohidrato y m.trégeno. Los Ca‘rd 0 d:
dratos contribuyen frecuentemente a reducir el pH debido a la l'or.n'.lam n“fl e
acidos orgdnicos, y las sales de amonio producen usqalfnerfte conqlcmnes ci-
das debido a la liberacion del dcido libre durante 1? asimilacién del i6n amom;.
La asimilacién del nitrato puede dar lugar a a}calim:ilad. aunquelcuando se afiade
en forma de nitrato amoénico se asimila prefercncnah.nemfz el i6n amonio. L;Ls
fuentes orgdnicas de nitrégeno, como las proteinas hidrolizadas, t?! ext;‘actp I.‘:
maiz y los solubles de destileria pueden hacer que el pH evolucione hacia la
alcalinidad. Al manipular el pH del medio de esta manera .hay que tener en ;:Uenla
los posibles efectos represivos de los constituyentes utilizados sobre la forma-
cién de producto.

Espuma

La espuma se produce frecuentemente en las ferr!‘:en.taciorlles debido a lai dc;.;—
naturalizacién de las proteinas en la interfase gas-liquido. Si no se controla, la
espuma puede ir ascendiendo hasta ocupar tolahflcme la cabeza del iermelntzfz
dor y eventualmente puede dar lugar a la fzvacu-:af:lén de gran parte de_écon ce‘r::
do del aparato a través de la salidal de e;l_re utilizado; ademds también puede

iminacién de células del medio. '
Cﬂuﬁ; I:nfilc“:;::?nantes son agentes tensoactivos que actuan reduciendo l{a ten-
sion superficial de las espumas hasta dispersarlas. Estos _c?mpuestos varian en
su eficacia con las condiciones de fermentacién (composicion del .medfo, cepas
microbianas, etapa del crecimiento, configuracién de las vias de aireacion y del
fermentador) y la seleccién del tipo de antiespumante se basa frecuentemente
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en procedimientos de ensuyo y error. Muchos antiespumantes tienen baja solu-
bilidad y necesitan un soporte, como un aceite orgdnico 0 mineral,

La cantidad de antiespumante debe ser minima, puesto que puede afectar
la velocidad de transferencia de oxigeno hasta un 50 %. Ademds, estos produc-
tos no deben ser téxicos ni peligrosos, deben ser esterilizables por el calor y ba-
ratos. También pueden utilizarse rompedores mecanicos de espumas como al-
lernativa a los agentes antiespumantes.

IMPLICACIONES EN EL PROCESADO POSTERIOR

El disefio del medio de fermentacién tiene fuertes implicaciones en el proce-
sado posterior. El uso de materiales de fermentacién brutos puede representar
un ahorro en el costo de los nutrientes, pero da lugar a un proceso de recupera-
¢ion mds caro y complejo. El empleo de una elevada proporcion de agentes an-
tiespumantes hace que dichos agentes se recuperen con los sélidos durante la
primera etapa de separacién solido-liquido, lo que puede dar problemas en el
procesado de productos asociados con las células. Por tanto, a la hora de selec-
cionar las materias primas a utilizar en el proceso de fermentacién hay que te-
fier en cuenta su impacto econdmico en la productividad, en la purificacion del
producto y en el tratamiento de desechos. En general, en los procesos en los
que el costo de fermentacién es alto, el costo del medio puede representar una
proporcién substancial de los costos totales de manufactura, y por tanto es es-
pecialmente necesario utilizar materias primas baratas. En los procesos de fer-
mentacion en los que la recuperacién del producto es muy costosa se tiende a
utilizar materias primas mas puras para minimizar los problemas de recuperacion.

Medios de fermentacién microbiana

Los compuestos petroquimicos, como hidrocarburos, alcoholes y dcidos, se
utilizaron como medios de fermentacién cuando el petréleo era barato, aunque
prédcticamente no se han usado en una extension significativa. En la actualidad,
las fuentes de carbono y energia mas importantes en los procesos de fermenta-
cion son materias primas renovables que contienen azicar y almidén y en me-
nor extension grasas y aceites. Hoy en dia compiten con la produccién de ali-
mentos por el almidén y los productos basados en este hidrato de carbono, puesto
que el déficit anual actual en los paises en vias de desarrollo es de unas 10* Tin
de alimentos. La lignocelulosa representa aproximadamente el 50 % de la pro-
duccién anual mundial de biomasa, que alcanza las 10" Tm. Por el contrario,
la produccién anual de almidén Yy aziicar es muy inferior, de unas 10” y 10* Tm
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respectivamente. Por tanto, a medio y largo plazo, los productos de hidrélisis
de la lignocelulosa deberdn ser las materias primas mas importantes en los pro-
cesos de fermentacion.

CARBOHIDRATOS

El almidodn es el carbohidrato mds importante utilizado actualmente en los
procesos de fermentacién. Puede emplearse en forma de granos o raices, ente-
ros 0 molidos, de plantas como el maiz, el arroz, el trigo, las patatas y la man-
dioca como almidén purificado, como almidén modificado o como dextrinas.
Durante el calentamiento o esterilizacion de los grdanulos el almiddn gelifica,
volviéndose extremadamente viscoso, por lo que usualmente se incluye en el pro-
ceso una etapa de hidrélisis enzimdtica que licie o aclare el almidén, lo que
puede llevarse a cabo bajo la accién de amilasas provenientes de fuentes micro-
bianas o de cereales malteados. La extension de dicha hidrélisis varia con el pro-
ceso de fermentacién y depende de factores tales como si la cepa microbiana
a utilizar produce o no amilasas y de si la sintesis del producto estd sujeta a
represion por el catabolito.

La celulosa presente en la madera estd usualmente combinada con la hemi-
celulosa y la lignina en forma de lignocelulosa. La lignina hace a la celulosa
resistente al ataque microbiano, y hasta ahora, los métodos quimicos y enzimd-
ticos que convierten la lignocelulosa en azicares fermentables no son econémi-
camente rentables. Sin embargo, la lignocelulosa se utiliza de forma limitada
en las fermentaciones para obtener champifiones y la celulosa refinada se em-
plea como substrato para la produccién de enzimas celuloliticas.

La sacarosa se utiliza en los procesos de fermentacién bien en forma crista-
lina o en forma bruta como zumos o melazas, subproducto de la manufactura
de azicares. Aunque el azicar contenido en las melazas es obviamente mads ba-
rato, la composicion de este subproducto varia notoriamente con la fuente (ca-
fia de azicar o remolacha), la calidad del cultivo y la naturaleza del proceso
de refinado del azicar, causando problemas en la reproducibilidad de la
fermentacion.

La lactosa se encuentra en el suero de leche a una concentracién del 4 al
5 Y%, por lo que en algunos procesos de produccién de alcohol se emplea suero
entero o desproteinizado como fuente barata de hidratos de carbono. La baja
concentracién de carbohidratos en el suero hace que su transporte sea prohibi-
tivo y en consecuencia las fermentaciones que utilizan este producto se llevan
a cabo usualmente en lugares proximos a la factoria de quesos proveedora.

La glucosa se obtiene usualmente en los medios de fermentacién a partir
de la conversién enzimatica directa del almidén. En algunos casos se utiliza glu-
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cosa refinada, mas costosa, en forma cristalina o de jarabe para la elaboracidn
de productos de mayor valor,

En los procesos de fermentacion se pueden utilizar aceites vegetales como
el aceite de soja, palma y semillas de algoddn como suplemento de los carbohi-
dratos. El metanol, uno de los substratos de fermentacién mas baratos, se utili-
za para la produccién de proteinas de organismos unicelulares, aunque como
pueden utilizarlo sélo unas pocas cepas de levaduras y bacterias, su aplicacion
en los procesos de fermentacion estd limitada. El etanol, que puede ser metabo-
lizado por muchos microorganismos como una tinica fuente de carbono, puede
ser un material de partida potencial para la produccién de otros productos de
fermentacién en el futuro. Por ejemplo, el dcido acético se produce usualmente
por oxidaciéon microbiana del etanol.

NITROGENO

Las fuentes més importantes de nitrégeno para la fermentacién son el amo-
niaco, los nitratos, la urea y el nitrégeno presente en los cereales y raices y sus
subproductos. Los aminodcidos purificados se utilizan tinicamente en casos muy
especiales en los procesos de fermentacion, usualmente como precursores. Los
substratos complejos también suministran con frecuencia vitaminas, factores de
crecimiento y minerales, de importancia clave en los procesos de fermentacién.

SUBSTRATOS COMPLEJOS

Los substratos complejos brutos son una fuente barata de carbono, nitrége-
no y otros nutrientes para los procesos de fermentacidn, e incluyen por ejemplo
tejidos de plantas enteras y una serie de subproductos vegetales, animales y mi-
crobianos. En la Tabla 4.2 se encuentran algunos de los principales substratos
complejos utilizados en los procesos de fermentacion.

Medios de cultivo de células animales

Histéricamente se incorpora suero fetal de ternera al medio basal de cultivo
de células de mamifero como una fuente esencial de factores de crecimiento.
Sin embargo, sus existencias son limitadas y su precio elevado. Otros sueros uti-
lizados ampliamente son los de ternera, ternera recién nacida y caballo. Aun-
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Fibra
7.

Grasa
1.8
]
x|
1.5

0.0

68.0

Componentes mayoritarios (%)
Carbohidratos

1.5

13.0

Extracto seco  Proteinas

96.0

90.0

Cebada malteada

Ingredientes
Maiz

Tabla 4.2. Substratos complejos utilizados con frecuencia en los medios de fermentacién microbiana (Adaptado segiin Mi-

ller y Churchill, 1986)

Fuente
Cereales enteros Cebada
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que el suero fetal de ternera e la mayorfa de las veces aplicable universalmente,
¢| volumen potencial de produccion de los demas sueros es mucho mayor. Mez-
clando suero fetal con otros sueros alternativos o suplementando niveles bajos
de suero fetal con medios ricos en factores de crecimiento se han conseguido
ahorros substanciales. Normalmente, el suero representa un 5-10 % del volu-
g men del medio de cultivo, aunque si el medio basal ha sido optimizado para
un tipo de célula en particular, puede reducirse hasta un 1-2 %, El suero contie-
ae diversos factores esenciales para el metabolismo y proliferacion celular, in-
cluyendo factores de iniciacién, proteinas ligadoras, factores de unién y com-
puestos de peso molecular bajo. En la Tabla 4.3 se indican las principales fun-
ciones del suero en los medios de cultivo celular.

En la Tabla 4.4 se muestra la composicién de un medio basal, el conocido
como BME (medio basal de Eagle), ampliamente utilizado en el cultivo de célu-
las de mamiferos. Los medios basales como el BME, tienen concentraciones re-
|ativamente elevadas de los nutrientes mds comunes Yy son ideales para estimu-
Jar la proliferacién. Los medios mds complejos, por ejemplo el de HAM F10/F12,
fienen un mayor niimero de nutrientes, aunque las concentraciones de algunos
constituyentes se han reducido para mantener el balance osmotico. Prdcticamente
todos los ingredientes del BME estdn presentes en los medios mas enriquecidos.
En la Tabla 4.5 se muestran algunos de los componentes suplementarios pre-
sentes en algunos medios mds enriquecidos. Las células de los principales ma-
miferos, por ejemplo, de las especies humana, bovina, equina y de algunos pri-
iates, proliferan mejor en medios de cultivo basales y su crecimiento puede in-
hibirse mediante el empleo de medios mucho mas enriquecidos. Para el creci-
miento de células de mamiferos secundarios y de lineas celulares inmortales se
utilizan generalmente medios suplementados con nutrientes intermedios. Los
medios muy enriquecidos se utilizan normalmente con ¢élulas que proliferan
rdpidamente. A veces se necesitan medios més complejos que permitan la ex-

1,3
+.0
1.5
1.8
2
1

»L-:

5
5
3.0

(-3

9
3.3
1.8
84
17.0
7
8.0

6
16.0
31

9.6
10.0

6
0.0
5
6
1.0
5
+.0
9.5
14.0
6.0
6.5
1.0
&3
0.0
1

18.3
13.0
4

23
12.0
10.0

2

<l.0

3 Ay

2.0
1.9
0
0.6
0.4
34
1.9
1.0
04
39
a.u
0.5
13.0
+.0
.4
5
8.0
Lo
0.0

< 1.0
b

5.8

0.0

68.0

15.0

=]

|Dv.

0
40

ra}

69.0
N}
59.1
54.0
2
i
20.0
o
28.9
38.0
45.0
299
322
2

9
12.0
8.0
14.2
L
89
3.0
6.0
26
H2.0
24.0
18.0
+1.0
26.0)
36.0
13.0
2.0
5.0
80.0
72.0
50.0
12.0
52.5

82.0
B6.5
89.5
0.0
7
90.0
78.0
Q0.0
50.0
Extracto de maiz en polvo 95.0
92.0
91.0
90.0
93.0
095.0
94.6

Tubla 4.3. Funciones atribuidas al suero en los medios de cultivo

Proporciona hormonas y factores de crecimiento necesarios para la funcién celular
Suministra los factores necesarios para la unién al soporte

Actlia como agente tamponante

Se une e inactiva o secuestra compuestos téxicos

Contiene proteinas ligadoras que estabilizan y/o transportan nutrientes y hormonas
a la célula

Suministra nutrientes para ¢l metabolismo de la célula

Contiene inhibidores de proteasas

e Contiene elementos traza (por ejemplo, selenio)

Harina int, glu. maiz (60%) 90.0

Harina int. sem. de algodén 94.0
Solubles de destileria secos 92.0
Harina integral de linaza

Salvado de arroz

Harina int. soja (pob, en gr) 90.0

Sangre

Harina y harina de hueso 92.0

Harina de germen de maiz 93.0
Lactosuero (seco)

Melazas

Pulpa de agrios (seca)

Extracto de maiz

Harina integral de soja

Hidrolizado de levaduras
TR R

Avena

Arroz
Trigo
e

derivados de  Harina pesc. (arenq.) (70%) 93.0

animales

Subproductos

vados de plantas Pulpa de remolacha

Subproductos
microorganismos

derivados de

Subproductos deri- Melazas de remolacha




86

Composicién del medio de cultivo celular BME (medio basal de Eagle)

Tabla 4.4.
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18.0

L-tirosina

L-valina

10.0

Otros compuesios
Piruvato sddico
Putrescina-2HCI
Hidroxietilpiperacina

Glutation

Acido linoleico
Hipoxantina
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Acido lipoico
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Acido p-aminobenzoico

Vitamina Bz

L-Acido ascorbico

Vitaminas
Niacinamida
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presién completa de una funcion diferenciada. La diferenciacién implica usual-
mente el cese de la proliferacién.

El empleo de medios quimicamente definidos, o medios sin suero, permite
a los cientificos investigar los procesos en cultivos celulares con el minimo posi-
ble de influencias extrafias y facilita el aislamiento y purificacién de productos
provenientes del cultivo de células de mamiferos. Los medios libres de suero de-
ben tener los componentes del suero necesarios para el cultivo, y satisfacer las
principales funciones mostradas en la Tabla 4.3. Adaptando las células desde
medios de crecimiento minimos a medios complejos formulados puede substi-
tuirse la contribucién nutricional del suero. La combinacidn de factores de cre-
cimiento necesarios para el cultivo de células de mamiferos tiende a ser especi-
fica de cada célula. En la Tabla 4.6 se da una lista general de factores de creci-
miento que pueden ser probados a la hora de confeccionar el medio libre de suero.

Medios de cultivo para el crecimiento de células vegetales

La mayoria de los medios de cultivo de células vegetales tienen una compo-
sicion quimica definida, consistente en una fuente de carbono orgdnico, una
fuente de nitrégeno, sales inorganicas y reguladores del crecimiento. La fuente

Tabla 4.6. Factores de crecimiento seleccionados para posible uso en medios
libres de suero

L-Acido aspértico
L-Cisteina-HCI- H:0
L-Acido glutdmico
Glicina
L-Hidroxiprolina

L-Serina

Aminodcidos

L-Alanina
L-Asparragina

L-Prolina

Tabla 4.5. Compuestos adicionales que pueden estar presentes en los medios mds enriquecidos

Sales inorgdnicas

F‘:l-\'():{‘_"gHJO
N‘d} 5(‘()]')“30

CuSO,4-5H,0
FeSO4 7H,0
ZnSO; 7H;0
KNO,

®  Factor estimulante de la formacién de ® Factor de crecimiento derivado de las
colonias (CSF) plaquetas (PDGF)

®  Estradiol ®  Prolactina

®  Factor de crecimiento epidérmico (EGF) ® Prostaglandinas

®  Factor de crecimiento de los fibroblas- ® Acido retinoico
tos (FGF) ®  Selenio

®  Fibronectina ®  Albimina sérica

® Hormona de crecimiento ®  Somatomedina

® Heming ®  Factor de crecimiento de las células T

® Hidrocortisona ®  Factor de crecimiento transformante

® Insulina (TGF)

®  Factor de crecimiento nervioso (NGF) ® Transferrina

®  fosfollpidos ® Triyodotironina
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de carbono mas utilizada es la sacarosa aunque también pueden emplearse otros
mono- y disacaridos, por ejemplo glucosa, fructosa, maltosa y lactosa. La fuente
mds importante de nitrégeno en el medio son los nitratos, aunque a veces resul-
ta beneficiosa la suplementacion con sales amodnicas. Algunas especies de célu-
las necesitan nitrogeno orgdnico en forma de aminodcidos, y la inclusién de ni-
{rdgeno orgdnico tiene frecuentemente un impacto positivo en las primeras eta-
pas de iniciacién del cultivo. En la mayoria de los cultivos de células vegetales
son necesarias hormonas vegetales, las auxinas, que inducen la division celular,
y las citoquininas, que actian como factores de regulacion del crecimiento en
las plantas, y que se utilizan frecuentemente combinadas para promover la divi-
sion celular del cultivo.

Mantenimiento del medio de cultivo

El medio para almacenamiento y subcultivo de cepas industriales clave debe
ser disefiado de forma que se conserven las caracteristicas necesarias que per-
mitan el mantenimiento de un alto grado de viabilidad del cultivo y minimicen
la variacién genética. Por encima de todo, es esencial que el medio conserve
la capacidad de produccién particular por la cual la cepa se utiliza en fermenta-
ciones industriales. En general, en el medio de mantenimiento se debe minimi-
zar la produccién de metabolitos toxicos por el organismo, que pueden tener
efectos desestabilizantes para la cepa. Las cepas que tiendan a ser inestables con
respecto a las propiedades de produccion requeridas deberian ser mantenidas,
cuando esto sea posible, en medios selectivos para esa particular capacidad. Pa-
ra muchos cultivos celulares existen medios de mantenimiento concretos para
cada cepa, que sirven como buen punto de partida para el disefio del medio
de conservacién. Los catdlogos de American Type Culture Collection son una
excelente fuente de recetas para los medios de cultivo de mantenimiento.

Capitulo 5

Procesado de la corriente
de salida

Introduccion

Este capitulo relativo al procesado posterior a la fermentacién trata de la
recuperacion y purificacion del producto deseado obtenido en el proceso de fer-
mentacién. El objetivo de los procesos de fermentacién industrial es recuperar
y refinar el producto hasta que alcance unas especificaciones dadas, consiguiendo
un rendimiento de producto maximo con unos costos de recuperacién minimos.
La naturaleza del proceso de recuperacion esta influenciada por el tipo de fer-
mentacidn, las propiedades fisicas y quimicas del producto y los subproductos
o contaminantes no deseados, la concentracién del producto, su localizacion
(intra o extracelular), la escala de operacion, el tratamiento de los desechos, la
estabilidad del producto y las especificaciones deseadas.

Las operaciones de fermentacion y recuperaciéon forman parte del proceso
global, de forma que la naturaleza del proceso de fermentacién puede influir
de forma significativa en el proceso de recuperacion. Por ejemplo, ademas del
ahorro en los costos de fermentacién o en la mejora del rendimiento consegui-
dos con el empleo de medios mas complejos hay que tener en cuenta las posi-
bles implicaciones en el procesado a la salida del fermentador. En los productos
dificiles de separar de las células o de los materiales contaminantes del medio
las actividades especificas (actividad del producto por unidad de peso de mate-
rial bioldgico) pueden ser mas importantes que los rendimientos absolutos del
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producto; también se debe intentar eliminar o controlar la obtencién de sub-
productos indeseables, dificiles de separar del principal producto de fermenta-
cidn, mediante el empleo de cepas seleccionadas, o por modificaciones técnicas
o por cambios en las condiciones de fermentacidn. Las variaciones entre cada
lote en la fermentacién, que dan lugar a la produccién de caldos o lotes de célu-
las variables, pueden crear problemas en el procesado posterior. A este respecto
son particularmente problematicas las fermentaciones contaminadas. El tiem-
po de recoleccién es con frecuencia critico para la estabilidad de las células o
los productos.

La concentracion de producto en el material de partida representa un factor
clave en los costos globales de produccién. En la Figura 5.1. se ilustra la rela-
cion entre la concentracion y el precio de venta de un amplio rango de produc-
tos, en tanto que en la Figura 5.2 se ve la influencia del rendimiento en la etapa
y del nimero de etapas en el rendimiento global. Aparte de los significativos
costes de operacion asociados con cada etapa de purificacidn, la pérdida de ren-
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Fig. 5.1. Relacién entre la concentracion de producto en el material de partida y su
precio de venta (reproducido con permiso de Dwyer, 1984).
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dimiento acumulativo observada en las purificaciones multietapa puede ser subs-
tancial, incluso cuando los rendimientos medios de cada etapa sean del 80-90 %.
Por tanto, para una viabilidad econdmica dptima del proceso, hay que minimi-
zar el numero de etapas de purificacién necesarias para conseguir un producto
con unas caracteristicas especificas,

Determinados procesos de purificacion bioquimica necesitan apoyos anali-
ticos importantes v algunos materiales biolgicos exigen procedimientos de ané-
lisis complicados y largos. Estas etapas, que necesitan procesos analiticos im-
portantes, deben evitarse siempre que sea posible puesto que los costos pueden
hacer que la etapa de purificacion sea antiecondmica. Ademads, el tiempo con-
sumido en el control aumenta el tiempo global del proceso.

Procesos de separacion

Los productos de los procesos de fermentacién incluyen gases, moléculas
solubles extracelulares secretadas en el caldo de fermentacién y sélidos, por ejem-
plo células, que contienen moléculas solubles o insolubles intracelulares. Los
gases, como el didxido de carbono y el metano, producidos por ejemplo duran-
te la produccidn de alcohol y durante la digestion anaerobia, pueden ser recogi-
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dos a partir de las lineas de salida de gases, purificados y comprimidos para
uso comercial. En un limitado nimero de casos, el caldo de fermentacién inte-
pral se utiliza directamente o después de haber sido evaporado o secado como
producto final, como ocurre con algunas fermentaciones en tecnologia de ali-
mentos y en algunas fermentaciones para la obtencion de enzimas con cultivos
de superficie. En otros casos el producto se recupera del caldo de fermentacién
mediante un proceso de destilacién, extraccion, absorcién o separacion con mem-
branas. Sin embargo, en la inmensa mayoria de los casos, la primera etapa de
purificacién pama los productos extracelulares y solubles o intracelulares, con-
siste en la separacidn de las células y los sélidos del liguido de cultivo. En las
fermentaciones con cultivos sumergidos esta etapa de separacion implica proce-
sos como la sedimentacion, floculacidn, centrifugacién o filtracién. En las fer-
mentaciones sobre substratos sélidos y a veces en los caldos de cultivo sumergi-
do muy viscosos, la separacion sélido-liquido va precedida de una etapa de ex-
traccién acuosa.

Una vez separadas las fases sdlida y liquida del caldo de fermentacion, cada
una de las dos fracciones puede procesarse posteriormente o desecharse de una
forma apropiada. Los sélidos, células incluidas, pueden prensarse hasta formar
bloques o tortas, secarse al aire o liofilizarse, extraerse con solventes o desinte-
grarse para liberar los componentes intracelulares por autolisis, o por métodos
quimicos o mecdnicos. Las células desintegradas pueden procesarse posterior-
mente separando una fraccion sélida y otra soluble mediante técnicas de sepa-
racién sdlido-liquido.

Muchos productos biotecnoldgicos son solubles y se encuentran en el liqui-
do de cultivo extracelular clarificado o en la fraccién soluble intracelular, y pue-
den procesarse y purificarse posteriormente mediante técnicas de separacién mo-
lecular que explotan propiedades como el tamaifio, la carga, la solubilidad, la
volatilidad, la afinidad biolégica, etc.

En la Tabla 5.1 se resumen los procesos de destilacién, evaporacion y seca-
do. La destilacién se utiliza para recuperar productos de fermentacién voldtiles,
como por ejemplo etanol, y para la recuperacién y posterior reutilizacién de
solventes empleados en otras etapas del procesado posterior a la propia fermen-
tacion. La evaporacion se utiliza para obtener liquidos concentrados como pro-
ductos finales o para la preparacién de materias primas para el secado poste-
rior por atomizacién o en tambor. Debe tenerse en cuenta la sensibilidad térmi-
ca del producto. El secado por atomizacién produce una evaporacién rdpida
y los efectos del enfriamiento por la evaporacién, evitan, al menos en las etapas
iniciales de secado, el sobrecalentamiento, por lo que es un tratamiento térmico
mas suave que el secado en tambor. La liofilizacién se utiliza para secar mate-
riales sensibles al calor, incluyendo células microbianas vivas y proteinas ldbiles.
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Tabla 5.1. Ejemplos de procesos de evaporacion, destilacion y secado

Naturaleza
Proceso del equipo Fundamentos de la operacion
Evaporacion Evaporador tipo tubo El liquido se evapora al pasar a través
largo vertical y eva- de tubos verticales en contacto con
poradores de pelicula el vapor de agua
descendente
Destilacién Plantas de destilacion con-  Evaporacion del solvente por calenta-
tinuas y discontinuas miento de la solucidn, separacién de
los componentes vaporizados en fun-
cién de su volatilidad, recuperacion
del producto volatil por condensacion
Secado Secado por atomizacion El liquido o la pasta son atomizados

en forma de gotitas dentro del seca-
dor y su paso a través de una co-
rriente gaseosa caliente da lugar a la
evaporacion rapida

La solucién alimentada lentamente a
la superficie de un tambor rotaro-
rio caliente, se evapora. Los sélidos
secos se descargan mediante el em-
pleo de una hoja rascadora

Liofilizador El agua se separa del material conge-

lado por sublimacidén

Secado en tambor

En la Tabla 5.2 se resumen los procesos empleados para la separacién de
las células y los sélidos de la fase liquida. En los recipientes cuyo contenido no
se ve sometido a un proceso de mezcla, los sélidos o las células pueden sedi-
mentar de forma natural sin manipulaciones quimicas. Las cepas seleccionadas
de levaduras de cerveceria sedimentan en el fondo del fermentador al final del
proceso de fermentacién. Los agentes floculantes, que hacen que se agregen las
células o las partfculas microbianas elevan la velocidad de sedimentacion, pues-
to que las particulas mayores tienden a sedimentar a una velocidad mas alta.
La sedimentacion eficaz de células es particularmente importante en algunos
procesos de fermentacién con reciclado de células, en los que se reutilizan las
células sedimentadas. Sin embargo, en muchos casos los procesos de floculacion-
sedimentacion consumen demasiado tiempo, retardando la recuperacién de pro-
ductos inestables y aumentando a su vez el tiempo de fermentacion. En tales
casos se utilizan usualmente técnicas de centrifugacion o filtracién.
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Tabla 5.2, Fermentadores celulares/procesos de separacion solido-liguido

Proceso

Naturaleza
del equipo/ )
aditivos Fundamentos de la operacién

Sedimentacién

Floculacion

Centrifugacion
continua

Filtracion
discontinua

Filtracién
continua

Tanque de sedimentacién Las células sedimentan en el fondo del
recipiente debido a la fuerza de la
gravedad

Cola, gelatina, acido Agregacion de las células o las parti-
tdnico, iones divalentes,  culas por neutralizacidn de cargas
compuestos de amonio superficiales idnicas iguales, repul-

cuaternario, sivas, o formacién de puentes entre
floculantes particulas por floculantes multiva-
sintéticos lentes

Separador de sélidos Retencion de sdlidos en el recipiente.

Alimentacidn de sdlidos 0-1 % vol.

Descarga intermitente. Alimentacion
de solidos 0,01-20 % vol.

Tobera de descarga del Descarga continua. Alimentacion de
separador solidos 1-30 % vol.

Tornillo decantador

Separador expulsor
de sélidos

Descarga continua. Alimentacién de
solidos 5-80 % vol.

Filtro de placas

Pilas de placas filtrantes, cubiertas con
(filtro prensa)

pafio o tela, dispuestas de tal forma
que la pasta y el filtrado fluyan des-
de una placa y la siguiente, res-
pectivamente

Filtro rotatorio a vacio La pasta se alimenta desde el exterior de

un filtro de tambor. El filtrado es
arrastrado a lo largo del filtro dentro
del tambor mediante vacio. La torta
de filtracidén se elimina automdtica-
mente mediante una cuchilla

Filtracion de flujo trasversal Véase Figura 5.7
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La eleccion del equipo de centrifugacion depende del tamaiio del organis-
mo y del caudal requerido, y en muchos casos hay que compensar la eficacia
de la separacion frente al caudal. Las centrifugas utilizadas en las fermentacio-
nes a gran escala con recuperacién de sélidos tienen que ser continuas y deben
disponer de un mecanismo de descarga de solidos. Por ejemplo las toberas de
descarga son adecuadas para la recuperacién de levaduras y bacterias, aunque
tienden a atascarse con los micelios fingicos o con materiales cuyo tamaiio de
particula sea grande; las centrifugas que expulsan sélidos (Fig. 5.3), con meca-
nismos de descarga de sélidos continuos o intermitentes, pueden utilizarse para
la recuperacién de biomasa bacteriana o miceliana; la centrifuga de tornillo de-
cantador (Fig. 5.4), que es adecuada para eliminar agua de materiales sélidos
gruesos a concentraciones elevadas de sélidos, ha sido utilizada para la recupe-
racion de levaduras y hongos.

Los filtros de placas (Fig. 5.5) son baratos y versatiles puesto que el drea
superficial puede ajustarse variando el numero de placas, aunque no son ade-
cuados para la eliminacién de grandes cantidades de sélidos de los caldos pues-
to que las placas deben desmontarse para poder proceder a su recuperacion.

Liquida
clarificado

Alimentacidn

Fondo de la
cuba giratoria

Descarga

‘—‘5" de sdlidos

Fig. 5.3. Centrifuga de descarga de sélidos (reproducido con permiso de Bailey y Ollis,
1986).
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Descaiga Descarga
de liquidos ce sdlidos

: v

Fig. 54. Centrifuga decantadora de tornillo (reproducida con permiso de Penwalt Cor-
poration, Sharples-Stokes Division, Pa.).

Bastidor

o
de la mezcla i - o

Entrada

.

Salida del filtrado

Fig. 5.5. Conjunto de placas y filtros (reproducido con permiso de Blackie and Son
Limited, Glasgow and London, 1971).
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Se utilizan ampliamente como dispositivos de limpieza final para eliminar can.
tidades bajas de solidos residuales de los caldos de cultivo o de otros liquidos,
Los filtros rotatorios de vacio (Fig. 5.6) se utilizan mucho para clarificar gran-
des volumenes de liquido con descarga automdtica de sélidos. La acumulacion
de finos o de suspensiones gelatinosas de bacterias u otros materiales en los fil-
tros puede hacer mds lenia la filtracién o incluso llegar a bloguearla, por lo
que es una prdctica comin el empleo de auxiliares de filtracién que mejoren
la porosidad de la torta de filtracidn; estos auxiliares pueden incorporarse al
filtro en forma de precapa o pueden mezclarse con el caldo de cultivo. La filtra-
c¢ién con flujo tangencial (flujo cruzado) es un método efectivo para la separa-
cién de células a partir de liquidos en los procesos que estan implicados pro-
ductos de alto valor, ya que el movimiento paralelo del fluido con respecto a
la membrana ayuda a reducir el espesor de la capa de células de la superficie
del filtro (Fig. 5.7). La velocidad de flujo de filtracidn viene controlada usual-
mente por la resistencia ofrecida por esta capa de células, mas que por la de
la propia membrana.

En la Tabla 5.3 se resumen los procesos mas importantes de disrupcion de
células microbianas. En la mayoria de los casos se utilizan métodos mecdnicos

Direccidn Salida

Anillo de I valvula
automdtica estacionaria

Torta de filtracién

Abierto a la
atmdsfera

Reterno de cinta

al tambor
. B

Cilindros

Nivel del material
a Mitrar

Fig. 5.6. Filtro de vacfo rotatorio. Las secciones 1-4 son las filtrantes, las 5-12 son las
de desaguado; la torta de filtracién se descarga en la seccién 13 (reproducido con permi-
so de Ametek, Inc.).
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Fig. 5.7. Comparaci6n entre la filtracion en flujo cruzado (a) y la filtracién conven-

cional (b).
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Tabla §3. Procesos importantes de ruptura celular

Naturaleza
del equipo/
Proceso aditivos Fundamentos de la operacion
Mecdnico
Fuerzas de cizalla Homogeneizadores liquidos Paso de las células a presién elevada a
a presion elevada través de un orificio diminuto seguido
Por una repentina caida de la presidn,
También estdn implicados otros me-
canismos distintos al de las fuerzas de
a
Cizalla s6lida Homogeneizador a presion Extarzfgén por presion de las células
elevada congeladas a través de un orificio
restringido con cristales de hielo que
contribuyen al efecto cizallante
Agitacion con Agitacién de las células Desintegracién celular mediante
perlas de vidrio a velocidades elevadas con abrasidn
perlas de vidrio
Chdmica
Detergentes Tweens, lauril sulfato Modificacién de las lipoproteinas de
sodico, colato la membrana celular con liberacién
de sodio, compues- de sus constituyentes intracelulares
tos de amonio
cuaternario
Solventes Acetona, acetato de etilo,  Solubilizacién del material lipidico de
isopropanol la membrana que conduce a la dis-
rupcion celular
Hidrélisis Enzimas autoliticos de las  Hidrolisis de los carbohidratos de las
enzimdtica propias células o enzZimas  paredes celulares ¥y constituyentes
liticos afiadidos proteicos

a escala de laboratorio o de planta piloto, en tanto que los métodos enzimdticos
¥ con solventes se utilizan para producciones a gran escala de extractos de leva-
duras. Cuando se quieran recuperar los productos solubles intracelulares para
ser sometidos a una purificacién posterior deberdn utilizarse procesos de dis-
rupeion celular que minimicen la desintegracion y solubilizacién de la pared de
la célula y de los componentes de la membrana.

En la Tabla 5.4 se muestran los procesos para la recuperacion de productos
solubles a partir de caldos de cultivo clarificados y de homogenados celulares,
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Tubla 5.4. Recuperacion de los productos solubles a partir de los caldos clari-
ficados y de las células homogeneizadas

Proceso Naturaleza del equipo/aditivos Fundamentos de la operacidn
S_eparaciéa por Concentracién mediante  El solvente es impulsado por la presién
tamafnos Gsmosis inversa a través de una membrana con un

tamafio de poro suficientemente pe-
quefio para retener los solutos
Ultrafiltracion Empleo de membranas con poro gran-
de de forma que los solutos de peso
molecular bajo sean forzados a atra-
vesar la membrana
Filtracién en gel Separacién por tamaiio mediante ge-
les cromatogréficos con tamafios de
poro controlados con gran precision.
En una columna, el paso de las mo-
léculas mds pequefias, que penetran
en los poros en mayor grado se ve
retardado, mientras que las molécu-
las més grandes son excluidas y elui-
das primero

Precipitacion Adicién de compuestos qui- Reaccidn del precipitante con el solu-
micos o solventes orgdni-  to para producir productos insolu-
cos que reducen la solubi-  bles, frecuentemente cristalinos
lidad del producto El salado de las moléculas cargadas

Potenciamiento de las interacciones
electrostdticas mediante el empleo
de solventes orgdnicos que reduzcan
la constante dieléctrica del medio

Ajuste del pH resultante de la precipi-
tacion isoeléctrica

Procesos de floculacion

Adsorcion Adsorbentes inorgdnicos— Unién del soluto a la fase sdlida por
carbén, déxido de alumi- fuerzas débiles de Van der Waals y
nio, hidréxido de alumi- posiblemente también mediante in-
nio, gel de silice. Resinas teraccién idnica
macroporosas organicas

Absorcién por inter- Polimeros orgénicos que Cambio reversible de iones entre las fa-
cambio idnico contienen grupos reactivos  ses liquida y sdlida, por ejemplo
con propiedades de cam-  Resina-COO"Na® + Soluto =
biadores catiénicos 0 anié-  Resina-COO ~Soluto* + NaOH
nicos

Exiraccién liqui-  Extraccién con solventes Extraccidn de un medio acuoso con un
do-liquido d solvente orgdnico inmiscible; el so-
luto es mds soluble en el solvente or-

gdnico que en la fase acuosa

—
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La dsmosis inversa y la ultrafiltracion se utilizan extensamente para separar pro-
tefnas, enzimas y hormonas a partir de solutos de peso molecular bajo (Fig.
5.8) y dializarlos y concentrarlos. Los problemas de polarizacién por concen-
tracién, por la que se produce un incremento de la concentracion de soluto en
la zona adyacente a la membrana, existentes en los sistemas de membrana con-
vencionales, se reducen en los sistemas de filtracidn de flujo cruzado. En la fil-
tracion de flujo cruzado el movimiento del fluido, paralelo a la superficie del

lel

Fig. 5.8, Separacién (a), didlisis (b) y concentracién (c) de proteinas mediante
ultrafiltracién.
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filtro, elimina continuamente el soluto acumulado, Los sistemas de membrana
(ipicos consisten en fibras huecas o en apilamientos de hojas con una configu-
racion de cartucho o de conjunto de placas (Fig. 5.9).

Los solventes organicos se utilizan ampliamente en la industria para precipi-
lar proteinas y polisacdridos y para extraer antibidticos a partir de caldos de
cultivo u homogenados celulares clarificados. Existen otros muchos procesos
de separacién que modifican la solubilidad del producto. Las técnicas de adsor-
¢ién estan limitadas por el nimero de centros de unién a la resina y tienden
a utilizarse para ligar volimenes pequefios, con productos de alto valor o para
eliminar pigmentos o impurezas de los solutos.

Para aislar péptidos o proteinas especificas a partir de una mezcla de pépti-
dos o proteinas relacionadas dentro de las células y a veces también del liguido
extracelular, se necesitan a veces técnicas mds sofisticadas. Esto es lo que ocu-
rre cuando la aplicacién del producto, por ejemplo en diagnéstico o terapéuti-
cas, exige un nivel de pureza extremadamente elevado. Mientras que los costos
de recuperacion de los antibidticos representan entre el 40 % y el 60 % de los
costos de produccidn, el costo del procesado post-fermentacion representa del
80-90 Y% de los costos de los productos obtenidos con tecnologias de DNA re-
combinante. Entre los ejemplos de las potentes técnicas preparativas desarrolla-
das recientemente estdn la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), la elec-
troforesis y la cromatografia con inmunoabsorbentes.

Con la HPLC los productos se separan rdpidamente con un alto grado de
pureza y con poca o ninguna pérdida en el rendimiento. Inicialmente fue desa-
rrollada como una técnica analitica, e implica el empleo de particulas porosas
usualmente polares, muy rigidas, como fase estacionaria y solventes relativa-
mente no polares como fase mdvil. La separacion se efectiia aprovechando las
pequenas diferencias existentes en la polaridad de las moléculas. También se han
conseguido otros medios para HPLC consistentes en cambiadores de iones o
en tamices moleculares en los que las separaciones se basan en las diferencias
existentes entre la carga o el tamafio molecular. En la actualidad se dispone co-
mercialmente de equipos de HPLC para trabajar a gran escala, capaces de pro-
cesar kilogramos de producto bruto en pocos minutos.

El empleo de la cromatografia con inmunoabsorbentes, en la que las protei-
nas y otras moléculas pueden unirse especificamente a anticuerpos monoclona-
les inmovilizados, también es potencialmente 1til para el aislamiento de pro-
ductos de alto valor con rendimientos elevados y en forma purificada. Los anti-
cuerpos monoclonales pueden utilizarse en los sistemas de HPLC para permitir
separaciones a alta velocidad basadas en los fundamentos de la afinidad biolé-
gica. La purificacién de anticuerpos monoclonales a partir de fluidos asciticos
o de células en suspension puede verse dificultada por la presencia de globulinas
no especificas, introducidas en el producto por el ratén huésped o en el medio
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de cultivo suplementado con suero. El anticuerpo monoclonal puede purificar-
se de forma eficaz mediante cromatografia de afinidad especifica con el antige-
no, en la que el antigeno est4 inmovilizado a una fase estacionaria adecuada.

Ejemplo de procesos de recuperacién

METABOLITOS NO VOLATILES

En la Figura 5.10 se resumen los procesos de recuperacion de un cierto nu-
mero de metabolitos no volatiles. Todos estos procesos implican la separacién
inicial s6lido-liquido del caldo de fermentacion integral. Sin embargo, la ribo-
flavina, el dcido itacénico y el lactato de calcio se solubilizan primeramente me-
diante tratamiento térmico o ajuste del pH. Con excepcion de los 4cidos gluco-
nico y lactico, comercializados en forma de concentrados liquidos, los produc-
tos se recuperan en forma de polvo, habiendo pasado previamente por etapas
finales de cristalizacién y secado, precedidas a veces directamente por la de eva-
poracion. Las etapas de purificacién intermedias varian con las propiedades del
producto. Por ejemplo, la recuperacion de la penicilina y de los esteroides im-
plica operaciones de extraccion. En la etapa de extraccion liquido-liquido se apro-
vecha la elevada solubilidad de las formas dcidas de la penicilinas Gy V en los
solventes orgdnicos, por ejemplo en los acetatos de amilo y butilo. A causa de
su baja solubilidad en los solventes acuosos, los esteroides estan asociados pre-
dominantemente a la fraccién de sélidos de la célula después del proceso de
separacion sélido-liquido, de forma que la recuperacion se llevaa cabo median-
te un proceso de extraccion solido-liquido utilizando un solvente organico co-
mo la acetona. Después el extracto se concentra y extrae con un segundo sol-
vente con objeto de cristalizar el esteroide. El intercambio iénico es la principal
etapa de purificacién utilizada en la recuperacién de estreptomicina, aminodci-
dos vy cefalosporina, precedida en el 1ltimo caso por una etapa de adsorcion
en carbon activo. Esta técnica también se utiliza para producir dcido glucénico
a partir de gluconato sédico. Para recuperar la riboflavina y el citrato de caldos
de cultivo clarificados se puede emplear una etapa de precipitacién con un agente
reductor y cal, respectivamente, aprovechandose la ventaja de la naturaleza in-
soluble de la riboflavina reducida y del citrato de calcio. La riboflavina se reoxi-
da y se disuelve utilizando édcido clorhidrico al 10 %. Las sales cdlcicas del ci-
trato y también de lactato se acidifican con dcido sulfiirico, dando lugar a una
solucién acuosa de los dcidos y a un precipitado de CaSO4 como subproducto
(veso), que se separa. La solubilidad de dcido itacénico en agua, de aproxima-
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damente 7kgm ~*a 20 °Cy 60 Kg m ~* a B0 °C, facilita su cristalizacion direc- |
ta a partir de caldos de cultivo clarificados. Los procesos de refinado adiciona- Welriccion
les incluyen etapas de recristalizacién, también incorporadas en algunos de es-
tos procesos, para incrementar la pureza del producto. R oeracisn
udiunte
BIOMASA, POLISACARIDOS Y ENZIMAS EXTRACELULARES :ll{.}':":flig:j g l
En la Figura 5.11 se muestran algunos ejemplos de procesos de recuperacién |
de biomasa microbiana y de polisacdridos y enzimas extracelulares. Previamen- flenaguado
te a la etapa de separacion inicial sélido-liquido, los enzimas extracelulares de
la superficie del cultivo se extraen con agua (los caldos de polisacaridos visco- - -
sos necesitan a veces ser sometidos a un proceso de dilucion) y el gas se elimina ;
de la biomasa fiingica mediante separacion con ciclones. Esta se recupera me-
diante filtracion en vacio una vez que el micelio se ha mezclado con otros ingre- IR o0
dientes para dar una gran variedad de productos texturizados. Las bacterias y #ilulnr
las levaduras se recuperan por floculacién o centrifugacion, con el consiguiente _
desaguado en centrifugas de decantacién o con otros equipos. Con las levadu- m:. ].'Lf..’éo
ras, los procesos de extrusion y secado deben disefiarse de forma que éstas re-
tengan una viabilidad éptima. El extracto de levadura se obtiene a partir de pasta
de células de levadura usualmente por procedimientos de autolisis, de forma que, porecion
una vez libre de sélidos celulares, el extracto se evapora o se seca. Las proteinas )
insolubles de bacterias se preparan mediante secado de los sélidos del fermen- Wacioiiacion
tador hasta producir polvo, granulos u otras formas de presentacién. Los enzi-
mas extracelulares se recuperan en forma de concentrados libres de células para
ser usados como producto final o se precipitan mediante solventes orgdnicos W trunion
para obtener enzimas en polvo. Las preparaciones de enzimas sélidos que no
generan polvo en su manejo se preparan mezclando enzimas en polvo o liqui- - .
dos con agentes de unién, granulado o encapsulado. Los polisacdridos también -
se recuperan mediante precipitacion con solventes orgdanicos. l y 3
“l'nz‘l':-
OTROS PRODUCTOS | l
Mutiio
Los procesos de purificacion de proteinas y péptidos intracelulares depen-
den mucho de las propiedades de la molécula y de su concentracién dentro de Ben.iacidn
la célula. Con los enzimas intracelulares la secuencia comin de purificacién in-
cluye las etapas de extraccidn, eliminacién de dcidos nucleicos y precipitacion, v v ¥ v v lr
seguida de una o mas etapas cromatograficas. El proceso de purificacién mas Moducto  Producto  Biomasa Leva- Torta de Extracto Extracto Insectl- Insectl: Enzima Enzim
- z ; ; : s Wnal texturl-  bacleria- duras levadura de leva- de leva- cida en cida en en polvo liquich
convencional tiende a incorporar etapas de separacion sélido-liquido para la re- 2sdo  naseca secas fresca duras en duras en granulos POVO  pojisacd. Enzima en
cogida de células, eliminacién de desechos celulares y separacidn del precipita- pasia  polw ng::w en granulos

Fig. 5.11. Proceso de recuperacion de biomasa microbiana, y polisacdridos y enzimas
extracelulares.
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Flg. 5.12. Secuencias de purificacién alternativas para la recuperacion de proteinas y
péptidos intracelulares (reproducido con permiso de Fish y Lilly, 1984). [ Precipitado (Cadena B) | l
Filtraclén en
Sephacry! §-200

Cromatogralia en
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do (Fig. 5.12). Una via alternativa incluye etapas de extraccion liquido-liquido
en lugar de las de separacién sélido-liquido y un tercer sistema emplea técnicas
de membrana para la separacion sélido-liquido y purificacién de proteinas. En
la Figura 5.13 se muestran tres procesos de recuperacion utilizados en el aisla-
miento de proteinas humanas sintetizadas por E. coli recombinante, y en la Fi-
gura 5.14 se muestra el proceso de recuperacién de largomicina F-11, una cro-
moproteina utilizada como antibiético antitumoral, producido por Streptomy-
ces pluricolorescens MCRL-0367, a partir del filtrado del caldo de fermenta-
cién y del micelio,

En los Capitulos 6 al 11 se mostrardn otros ejemplos de procesos de
recuperacion.

!

l Filtracitn en gel I Precipitacion del sobrena-
dante a pH 5 (cadena A)

'

Cromatografia en
amincetil celulosa

| HPLC en fass invertida |

Fig. 5.13. Proceso de recuperacién para el aislamiento de proteinas recombinantes hu-
manas a partir de Escherichia coli (reproducido con permiso de McGregor, 1983).
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mo fuente dietética de vitaminas y minerales traza, aunque a partir de ellas
se obtienen cantidades considerables de extracto de levadura utilizada como fuen-
te de aromas y de vitaminas.

Produccidon de proteinas de organismos unicelulares

SUBSTRATOS

Los principales substratos utilizados en la produccién de proteinas de orga-
nismos unicelulares son los alcanos, los alcoholes y los carbohidratos.

La Candida utilis se obtuvo como suplemento proteico mediante fermenta-
cién de caldos de sulfito desecho de plantas de celulosa en Alemania durante
ambas guerras mundiales y por crecimiento en melazas en Jamaica al final de
la Segunda Guerra Mundial. Posteriormente, un cierto niimero de compaiifas
en USA y una en Finlandia produjeron Candida como levadura forrajera en
caldos de sulfito utilizando el fermentador Waldhol abierto aleman. Sin em-
bargo, debido a la superabundacia de las proteinas vegetales, estos procesos han
llegado a ser antiecondmicos. Mds recientemente, en 1974 una compaiifa fin-
landesa desarrolld un proceso para la produccién de proteinas de organismos
unicelulares fiingicos para alimentacién animal, el proceso Pekilo, haciendo crecer
Paecilomyces varioti utilizando como substrato caldos de sulfito. En 1982 se
completd una segunda planta.

La celulosa proveniente de fuentes naturales y de restos de madera es un ma-
terial de partida atractivo para la produccion de proteinas de organismos unice-
lulares debido a su abundancia. En la madera, la asociacién de la celulosa con
la lignina hace que usualmente €sta sea bastante resistente a la degradacién mi-
¢robiana, por lo que frecuentemente se necesita un pretratamiento térmico o
quimico combinado con la hidrélisis enzimdtica. Los sistemas que utilizan or-
ganismos celuloliticos parecen ser prometedores, aunque todavia no se ha lo-
grado su viabilidad econdmica.

El suero de leche entera o el desproteinizado son una fuente de carbohidra-
‘tos que crean problemas de eliminacién. Los principales problemas que plantea
la produccién de proteinas de organismos unicelulares con suero son usualmen-
te el substrato insuficiente, las variaciones estacionales del suministro y su ele-
vado contenido en agua (> 90 %), lo que hace que su transporte sea prohibiti-
vo. Aungque la mayoria de los organismos no utilizan lactosa como fuente de
carbono, las levaduras Kluyveromyces fragilis crecen facilmente en este carbo-
hidrato por lo que se han construido plantas de fermentacién destinadas a la

PRODUCCION DE BIOMASA 1

produccién de proteinas de organismos unicelulares para alimentacion humana
o animal utilizando este microorganismo. Algunas de estas plantas han sido di-
seitadas para producir tanto proteinas de organismos unicelulares como etanol,
en funcidn de la demanda del mercado.

El proceso Symba disefiado en Suecia para producir proteinas de organis-
mos unicelulares a partir de almidén de patata utiliza dos cepas de levaduras,
Los Saccharomycopsis fibuligera producen los enzimas necesarios para la de-
gradacion del almidon y permiten el co-crecimiento de Candida utilis. El proce-
so de produccion, destinado a la produccion de alimentos para animales, fue
disefiado para aprovechar los desechos del procesado de la patata, aunque se
plantearon problemas debido a la falta de continuidad en el suministro de subs-
trato. La glucosa de calidad alimentaria fue el substrato elegido por Rank Ho-
vis McDougall para la produccién de proteinas de organismos unicelulares fun-
gicas utilizando Fusarium graminearum. La estrategia adoptada fue la de tener
en cuenta adicionalmente la ventaja que representaba el contenido de fibra mi-
celiana para producir un rango de productos de alto valor afadido entre los que
se inclufan suceddneos de la carne para consumo humano.

El proceso original de fermentacidn de alcanos para la produccion de pro-
tefnas de organismos unicelulares, desarrollado por BP en su refineria de La-
verna, Francia, utilizaba el 10-20 % de las ceras contenidas en el gas-oil. Los
costos del substrato eran muy bajos, por estar en forma bruta, aunque se nece-
sitaba un proceso de extraccion exhaustivo para eliminar de las levaduras el olor
a gas-oil y los posibles carcinégenos. También existia una cierta tendencia a la
contaminacién microbiana debido a la naturaleza no aséptica del proceso. Es-
tos inconvenientes hicieron que se cerrara la planta en 1975. Todas estas desven-
tajas junto con el empleo de gas-oil bruto y de condiciones de no asepsia fue-
ron tenidas en cuenta por Italproteine, una «joint venture» entre BP y ANIC,
El proceso empleaba n-parafinas purificadas que eran utilizadas completamen-
te por las células, simplificando la recuperacion de las proteinas de organismos
unicelulares. Sin embargo, la planta, de 100.000 Tm/afio de capacidad, cons-
truida a tal efecto en Cerdefia en 1976, nunca fue autorizada a operar comer-
cialmente. Las compafifas japonesas Dainippon y Kanegufuchi, que trabajaban
en lineas similares a la de [talproteine, fueron ganando espacio en Japén al ser
sus productos aceptados para la alimentacion animal, aunque la decision ini-
cial fue revocada a causa de una fuerte campafia de los consumidores basada
en el temor de la presencia de residuos carcinogénicos. Liquichimia obtuvo la
patente del proceso Kangufuchi en Italia, construyendo una planta de 100.000
Tm/afio de capacidad, que no fue autorizada, al igual que la planta de Cerde-
fia. Se ha indicado que en Rumania existe una planta, disefiada por Dainippon,
que emplea Candida pichia.
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El metano fue considerado inicialmente como materia prima para la pro-
duccién de proteinas de organismos unicelularf:.f ya que, 1] ser un 3@5& 10'. pro-
blemas de purificacién después de la fermentacion eran minimos. Las .c.wen;a-
jas asociadas con los procesos basados en el metano es_r&n relacionadas fon l(::
mayores requerimientos de oxigeno nec:t.:sanos pz’{ra oxidar totalmente ;: m'::a
no comparado con las parafinas, la baja solubilidad del meta‘no en e aﬁu dy
¢l hecho de que la planta de fermentacion debe estar construida a pr;s a e_
fuego, puesto que la mezcla metano-oxigeno es altamente expl(_)swa- in em"
bargo, el metano se transforma facilmente en metanol, que necesita menosl_oxn
geno y menos enfriamiento en el fermentador, es muy soluble en agl.lla y lenfi
unos riesgos de explosion minimos. La ICI, que manufacmt:a metano en gra‘r;
des cantidades, ha escogido este substrato para la ppduccnén de prot?m;s die
organismos unicelulares destinadas a alimentacion am.mal. La cqrppafl.la a di-
seflado un fermentador con presurizacién no mecdnica que u.uhza aire lafuo
para la agitacién como para la aireacion en el fer:lnemador aséptico aerobio sim-
ple més grande del mundo, de 3.000 m® de capacidad. El proceso, capaz dehpl;o—
ducir 50-60.000 Tm/afio de proteinas de organismos unicelulares con Methy o-
philus methylotrophus, estuvo en funcionamiento en 1979-?;(?. aunque fue v{ctf-
ma del dramdtico incremento del precio del metanql. Las _daflcultades econémi-
cas de ICI con el proceso destinado a la alimentacion aq:mal y las mayores es-
peranzas comerciales del proceso Fusarium RHM condu jeron a una «joint ven-
{urey entre estas compaiias en 1983 con objeto de producir proteinas dg org:.-
nismos unicelulares a partir de Fusarium en la gran lplgma de fermentacion le
ICL. El etanol, cuyas ventajas como substrato son similares a las del rne_tant;l !
fue utilizado como substrato por Pure Culture Products para la. pmducFldn de
proteinas de calidad alimentaria a partir de emno! fie grado alimentario ul;th6
zando Candida utilis en 1975. Asimismo, la rentabilidad del proceso se resinti
también como resultado del incremento de los costos del etanol.

RENTABILIDAD DE LA PRODUCCION DE PROTEINAS DE ORGANISMOS UNICELULARES

La filosofia inicial de compaiias como BP e ICI para !a produccién de pro-
teinas de organismos unicelulares era la de ol?tener, a ba]fa costo, .protein?s de
alto valor a partir del petréleo, para ser a.hadldas a los alimentos mdustpatgs.
como substitutos de los aditivos proteicos importados, por ejemplo la' harina in-
tegral de soja. Los factores que contribuyeron a la caida de !as proteinas de or-
ganismos unicelulares derivadas de hidrocarbu.ros y que tuvieron un mayor 1dm~
pacto comercial fueron, en 1973, el dramético mcremenFO del precio del crudo,
que elevo los costos de energia y de materia prirf]a. el incremento [;taralelo en
los costos de produccién de las plantas y el menor incremento de precios experi-
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mentado por los productos agricolas, por ejemplo la soja, con respecto a los
industriales. Si se tiene en cuenta que los precios del crudo se incrementaron
en un factor de seis en 1973 y que el costo del substrato para el proceso de obten-
cion de proteinas de organismos unicelulares representa del 40 al 60 % de los
costos totales de fabricacion, se puede comprender el impacto negativo sobre
los procesos de produccién de estas proteinas a partir de hidrocarburos. La agri-
cultura, principal competidor de proteinas de organismos unicelulares para la
alimentacién animal, tiene una gran capacidad para responder a las demandas
del mercado manteniendo la estabilidad de los precios. Ademds de los cultivos
convencionales destinados a la alimentacién animal, como por ejemplo la soja,
otros productos ricos en proteinas como los cacahuetes, semillas de colza, semi-
llas de algodon y habas aladas van ganando una parte de este mercado mientras
que la expansién de la produccién de gasohol a partir de maiz ha suministrado
nuevas fuentes de subproductos destinados a la alimentacién animal. En conse-
cuencia, la rentabilidad de las proteinas de organismos unicelulares destinadas
a la alimentacion animal no es excesivamente atractiva por lo que se estdn bus-
cando productos de mayor valor, Rank Hovis McDougall y Pure Culture Pro-
ducts adoptaron una estrategia diferente y dirigieron sus productos hacia el mer-
cado de la alimentacién humana. En particular RHM aprovechd la ventaja de
los componentes fibrosos de los hongos para producir suceddneos de carne de
alto valor afiadido con un alto porcentaje de fibra y un 50 % de proteinas, ade-
mads de otras ventajas apreciables, como su bajo contenido en sodio y en grasa.
Los principales factores econdmicos que influyen en la produccién de pro-
teinas de organismos unicelulares son la productividad, el rendimiento y el pre-
cio de venta. En la Tabla 6.1 se resumen la productividad y el rendimiento obte-
nidos en la produccién de proteinas de organismos unicelulares utilizando di-
versas combinaciones organismo/substrato. El peso seco de células y los facto-
res de dilucién son usualmente de 15-30 Kg m ~° y 0,1-0,4 h ~ ! respectivamente,
con una productividad (peso de células obtenido por unidad de volumen por
unidad de tiempo) de 1,5-12 Kg m ~* h ™', Aunque la productividad estd limita-
da frecuentemente por las velocidades de transferencia de oxigeno y por la efi-
cacia en el enfriamiento del fermentador debido al metabolismo exotérmico,
los valores més normales estdn comprendidos entre 3 y5Kgm *h ', Como
el costo del substrato representa una gran proporcién del costo de fabricacién
de la mayoria de los productos de proteinas de organismos unicelulares, es esen-
cial que el rendimiento celular (peso de células producido por unidad de peso
de substrato utilizado) sea elevado y la formacién de subproductos sea minima.

ELECCION DEL MICROORGANISMO

Los criterios clave utilizados para la eleccién de cepas destinadas a la pro-
duccién de proteinas de organismos unicelulares son los siguientes:
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(I) Los substratos necesarios como fuente de carbono, energia v nitrégeno
y la necesidad de suplementos nutritivos.

(2) Velocidades de crecimiento especifico, productividad y rendimientos ele-
vados con un substrato dado.

(3) Tolerancia de pH y temperatura.

(4) Necesidades de aireacion y riesgos de formacién de espumas.

(5) Morfologia del crecimiento en el fermentador.

(6) Seguridad y no patogenicidad, ausencia de productos téxicos.

(7) Facilidad de recuperacién de las proteinas de organismos unicelulares.

(8) Composicion proteica, contenido de RNA y valor nutricional del
producto.

(9) Propiedades estructurales del producto final.

Cale- |

N o A

(kgm~=2h~?
ca, 2

10
2834

Productividad
48 5.7

1.0
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en plovo
34.0
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En general, los hongos tienen la capacidad de degradar un amplio rango
de productos vegetales complejos, particularmente los polisacaridos de las plan-
tas, y toleran pHs bajos, coniribuyendo a reducir las infecciones en el fermenta-
dor. El crecimiento de los hongos en forma de filamentos cortos altamente ra-
mificados en vez de como granulos es esencial a la hora de optimizar la veloci-
dad de crecimiento; sin embargo, esta morfologia filamentosa produce caldos
de fermentacion reoldgicamente mds complejos, que son dificiles de airear,

Generalmente, las bacterias crecen a velocidades més rapidas que los hon-
£0s y a mayores temperaturas, por lo que reducen las exigencias de enfriamien-
to del fermentador. Las fermentaciones con bacterias y levaduras son mucho
mds fdciles de airear, pero al contrario que los hongos, que se recuperan facil-
mente por filtracion, las bacterias y las levaduras requieren el uso de técnicas
de sedimentacion, incluyendo la centrifugacion.

Usualmente los productos bacterianos tienen una composicion proteica mas
favorable que las levaduras o los hongos. El contenido proteico de las bacterias
estd comprendido entre el 60y el 65 %, mientras que el de los hongos utilizados
para la produccion de biomasa y el de las levaduras estd comprendido entre el
33y el 45 %. Sin embargo, junto con los mayores niveles proteicos bacterianos,
también existe un nivel mayor del 15 al 25 % de RNA indesable nutricionalmente.

Los microorganismos utilizados en la produccién de proteinas de organis-
mos unicelulares deben ser seguros y aptos para consumo alimentario; no de-
ben ser patégenos y tampoco formar toxinas, deben ser estables genéticamente
de forma que se mantengan las cepas con caracteristicas fisiologicas y bioqui-
micas 6ptimas durante el proceso a través de cientos de generaciones. Adem as,
las instituciones responsables consideran que la degeneracion de las cepas pue-

de desembocar en la produccién de una cepa con caracteristicas nutricionales
indeseables,
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Productividad y rendimiento de la biomasa productora de las proteinas de organismos unicelulares, «exfermen-
de alcanos

ter», conseguidas en plantas de produccién o a escala piloto (reproducido con permiso de Solomon, 1983)

Tabla 6.2. Composicién (7o) de las proteinas de organismos unicelulares comparadas con las de harina de soja y leche en polvo
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DISENO DEL FERMENTADOR

La economia dicta que la produccién debe realizarse en el minimo niimero
de fermentadores a gran escala. Un parametro clave que influye en la consecu-
cidn de una productividad de biomasa elevada en operaciones a gran escala es
la elevada velocidad de transferencia de oxigeno, que fomenta velocidades de
respiracion altas, lo que a su vez incrementa la produccién de calor metabdlico
y la necesidad de un sistema de refrigeracién eficaz. Suponiendo un balance
de masa del organismo productor de biomasa de:

CsHi206 + O + NPKMgS—'BiOI'DRSﬁ + CO: + H:0
2,00 (0,7 (0, (1,0 D (0,7

y un desprendimiento de calor de 3 a 4 Kcal g ' de masa celular, una producti-
vidad de masa celular de 4 kg m ~ h~ ! necesita una velocidad de transferencia
de oxigeno (OTR) de 2,8 Kg m * h ™' y desprende un calor de 14.000 Kcal m?
h~'. Con objeto de maximizar la productividad de la fermentacién es esencial
operar en procesos continuos, manteniendo velocidades de crecimiento micro-
biano elevadas y minimizando el tiempo de residencia en el fermentador.
En la Figura 6.1 se ilustran algunos de los fermentadores utilizados para la
produccién de organismos unicelulares. Los biorreactores agitados mecdnica-
mente con deflectores (Fig. 6.1a) con mezcladores de turbina y con alimenta-
cion de aire mediante difusores han sido utilizados por la BP para los procesos
a escala piloto con n-alcanos desarrollados en Escocia y para los tres fermenta-
dores de 1.800 m? instalados en Cerdefa. Los sistemas de turbina convenciona-
les no son muy satisfactorios para los fermentadores muy grandes, y un cierto
nimero de procesos de produccion de proteinas de organismos unicelulares a
gran escala utilizan recipientes agitados con aire. Con el gas-oil, la BP utiliza
un disefio con tubo de retorno agitado por aire (Fig. 6.1b), en el que se optimizé
la relacién existente entre la velocidad creciente de las burbujas de aire en el
tubo y la productividad del fermentador minimizando a la vez las necesidades
energéticas. El fermentador agitado por aire modificado, disefiado por Kane-
gufuchi, en el que el medio de fermentacion es conducido por la fuerza del aire
que afluye desde un recipiente grande a través de un bucle circulatorio externo,
fue utilizado en la planta de Liquichimica que utilizaba alcanos (Fig. 6.1¢).
El fermentador piloto ICI con presurizacion utilizado en la produccién de
proteinas de organismos unicelulares a partir de metanol, es asimismo, una com-
binacién de un reactor agitado por aire y otro de bucle y consiste en una colum-
na agitada por aire, un tubo de retorno donde se elimina el calor y un espacio
para la explosion del gas (Fig. 6.1d). El fermentador de produccién en cambio
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Fig. 6.1. Fermentadores utilizados en la produccién de proteinas de organismos unice-
lulares. Véase el texto para mas detalle.

no tiene el tubo de retorno externo (Fig. 6.1e), y estd equipado con un difusor
de aire complejo que contiene 3.000 salidas, lo que facilita la aireacién, la agita-
cion y la distribucién eficaz del metanol, que se utiliza como substrato y que
es toxico a concentraciones elevadas.

Los fermentadores agitados por aire pueden utilizarse para el crecimiento
en forma de granulos de los hongos, pero unicamente son apropiados para la
produccién de proteinas de organismos unicelulares fiingicos con crecimiento
en forma de filamentos, Los micelios filamentosos largos y/o altamente ramifi-
cados, incluso a densidades celulares bajas (< 10 Kg m ~ %), tienden a desarro-
llar viscosidades pseudoplasticas elevadas y dan lugar a una transferencia de
oxigeno ineficaz. Los granulos también son ineficaces en la transferencia inter-
na de oxigeno. Ademds, existe una relacién compleja entre la fuerza de cizalla
v la morfologia celular. Las velocidades de cizalla bajas inducen micelios no
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ramificados largos, y tienen pocos puntos de desarrollo y velocidades de creci-
miento bajas. Para optimizar la transferencia de masa en las fermentaciones de
biomasa flngica con Fusarium graminearum se disefio un fermentador, que se-
para estas funciones, con dos agitadores con ejes separados que funcionan a
sus respectivas velocidades 6ptimas (Fig. 6.1f) como consecuencia de la puesta
en marcha de una «joint venture» entre RHM e ICL El fermentador piloto para
la produccién de proteinas de organismos unicelulares de la ICI fue modifica-
do para producir la «Micoproteine RHM», aunque aparecieron dificultades a
la hora de aumentar de escala el proceso con Fusarium en el fermentador de
produccién de ICI. No obstante, las perspectivas para este proceso son optimistas.

CALIDAD Y SEGURIDAD DEL PRODUCTO

Las proteinas de organismos unicelulares tienen aplicaciones potenciales en
la alimentacién animal y humana y como concentrados proteicos funcionales,
por lo que sus caracteristicas nutricionales son importantes en el caso de ser
utilizados como alimento, siendo ademds relevantes en todas estas aplicaciones
las consideraciones acerca de su seguridad. En la Tabla 6.2 se muestra la com-
posicién global de preparaciones de proteinas de organismos unicelulares
seleccionadas.

Al comparar la composicion en aminodcidos de las proteinas de organismos
unicelulares con la proteina de referencia de la FAO, puede verse que algunas
preparaciones bacterianas tienen un perfil de aminodcidos, incluyendo el con-
tenido de metionina, comparable favorablemente con los de la FAO. Las protei-
nas de levaduras, hongos y semillas de soja tienden a ser deficientes en metioni-
na. El valor nutritivo de las proteinas de organismos unicelulares puede deter-
minarse mediante estudios de alimentacién de animales. Los métodos de eva-
luacién se basan en la determinacion del coeficiente de digestibilidad, utiliza-
cién proteica neta (NPU), balance de nitrégeno y eficacia proteica (PER).

La calidad funcional puede relacionarse con propiedades tales como su efi-
cacia de unidn a la grasa y al agua, la estabilidad de las emulsiones, la dispersa-
bilidad, la formacién de geles, la posibilidad de batido y espesado o con la tex-
tura de las células o de los micelios enteros.

La ingestién humana de RNA a partir de alimentos no convencionales debe
estar limitada a dos onzas por dia. La ingestion de derivados de las purinas,
provenientes de la ruptura del RNA, conducen al incremento de los niveles de
dcido tirico del plasma, lo que puede ocasionar trastornos metabdlicos en el hom-
bre y algunos primates, como por ejemplo la gota y la formacién de cdlculos
en el rifén. El contenido alto de dcidos nucleicos no causa problemas a la ma-
yoria de los animales, puesto que el 4cido irico se transforma en alantoina, que

-
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se excreta facilmente en la orina, Por consiguiente, cuando la biomasa esté des-
tnada al consumo animal no es necesaria la eliminacion de acidos nucleicos,
pero cuando se destina al consumo humano, este proceso es esencial. En el pa-
nido se recomendaban los tratamientos con dlcali, pero éstos dan lugar a la pro-
duccion de lisinoalanina, un factor nefrotéoxico. Los métodos maés recientes se
busan en mantener la temperatura a unos 64 °C, con lo que se inactivan las pro-
leasas fingicas permitiendo a las RNAasas enddgenas hidrolizar el RNA libe-
rundo nucledtidos a partir de las células o los caldos de cultivo celulares. Una
estancia de 30 minutos a 64 °C en un reactor tipo tanque con agitacién conti-
nun reduce los niveles de RNA en las células de F graminearum desde unos

BOomg g 'hasta2mgg™'.

PHOCESOS DE FERMENTACION DE LAS PROTEINAS DE CRGANISMOS UNICELULARES

En esta seccidn se discutirdn los procesos de fermentacién utilizados en la
produccion de proteinas de organismos unicelulares a partir de especies de Can-
ida que crecen en alcanos, de Methylophilus methylotrophus en metanol, de
Kluyveromyces fragilis en lactosuero y de Fusarium graminearum en glucosa.

En la Figura 6.2 se muestra el diagrama de flujo del proceso de la BP con
n-parafina y Candida, en el que la fermentacion se produce en condiciones es-
i¢riles. Para obtener 1 kg de proteinas de organismos unicelulares se necesitan
nproximadamente de 1 a 1,2 kg de parafina, 0,14 kg de NH; gaseoso, y 0,05
kg de POs ? y otras sales. El amoniaco introducido, junto con el aire, se utiliza
como fuente de nitrégeno y para controlar el pH. Las necesidades de oxigeno

Materia prima Fermentacion Recoleccién
Indeulo Inicial Agua separada
él—‘ Secador
Minerales Purga
* Fermentador o
Agua . Almacenamlonta
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) § =1 3 B
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Fig. 6.2. Proceso BP para la produccién de proteinas de organismos unicelulares con
n-parafina (reproducido con permiso de Hydrocarbon Processing, Noviembre, 1974),
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por unidad de biomasa producida por el crecimiento de microorganismos aero-
bios en n-hexadecano es 2,5 veces superior a la requerida para el crecimiento
en glucosa, con cantidades de hasta 2,2 kg de O; por kg de biomasa. El calor
desprendido es de 6.600 kcal/Kg de biomasa, por lo que, en consecuencia, los
lermentadores necesitan una fuerte agitacion. A causa de la naturaleza insolu-
ble de los alcanos, en el fermentador con agitacion los caldos se encuentran en
forma de suspensiones de gotitas de alcano cuyo tamafio oscila entre 1 y 100
um. La asimilacién de los hidrocarburos por las células parece implicar el con-
tacto de éstas con gotitas mintsculas de hidrocarburo, de 0,01 a 0,5 um de did-
metro. La creacién de una microemulsion en la interfase de las gotitas mediante
un agente tensoactivo, que puede ser producido por las células, facilita la adhe-
rencia de las gotitas a la célula. El principal mecanismo de degradacion de los
alcanos por las Candida es la oxidacién terminal, con la produccién secuencial
de alcohol primario, aldehido y 4cido, seguido por la g-oxidacién del acido gra-
so a acetato. Las células se recuperan por centrifugacién, obteniendo un pro-
ducto con un 15 % de sélidos secos que se evapora hasta el 25 % de sélidos
secos y se seca por atomizacion.

En la Figura 6.3 se esquematiza el proceso de produccién de proteinas de
organismos unicelulares a partir de metanol con Methylophilus methylotro-
phus. La fermentacién se lleva a cabo asépticamente en el fermentador a presién
ICI con reciclado. La fuente de nitrégeno es el amoniaco gaseoso y el pH se
mantiene entre 6,0 y 7,0. La velocidad de crecimiento de las células es de aproxi-
madamente 0,5 h~' y el rendimiento celular es de 0,5. El metanol se oxida por
deshidrogenacidn a formaldehido, que puede ser asimilado y convertido en ma-
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Fig. 6.3. Esquema de un proceso tipico de produccién de proteinas de organismos uni-
celulares a partir de metanol (reproducido con permiso de Litchfield, 1983).
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s celular o bien ser oxidado posteriormente a CO; con produccién de energia.
L los Methylophilus, el formaldehido se asimila por la via de la ribulosa mo-
nolosfato y se convierte finalmente en fructosa-6-fosfato (Fig. 6.4). Las células
se recuperan por aglomeracion seguida de centrifugacion, secado instantdneo
v Irituracion. En el proceso se recicla el agua del fermentador.

En la Figura 6.5 se ilustra el proceso de produccién de biomasa o alcohol
mediante el crecimiento de K. fragilis en lactosuero, que contiene aproximada-
mente un 5 % de lactosa, 0,8 % de proteinas, 0,7 % de minerales v 0,2-0,6 %
(e Acido lactico, y que puede requerir la suplementacién con biotina. La pro-
duccion de biomasa necesita un proceso de fermentacién aerobio mientras que
para la de etanol la aireacion es minima. Para la biomasa de calidad alimenta-
1 puede recuperarse todo el producto fermentado, que contiene levaduras, pro-
Ieinus séricas residuales, minerales y dcido l4ctico. Para la preparacién de un
producto de calidad alimentaria, las células se recogen por centrifugacién, la-
vido y secado. El rendimiento celular es del 0,45 al 0,55 de la lactosa consumida.,

En la Figura 6.6 se ilustra el diagrama de flujo del proceso de fermentacién
para obtener «Micoproteine RHM» en un medio que contiene jarabe de gluco-
Wi de calidad alimentaria, amoniaco, sales y biotina. El pH se controla hasta
6,0 mediante la adiciéon de amoniaco, alimentado en la corriente de entrada de
ilire. La concentracion celular es de 15-20 Kg m ~?, consiguiéndose una veloci-
il de crecimiento especifico de hasta 0,2 h ™', Una vez llevada a cabo la sepa-
fucion por ciclones y después de una etapa de reduccién del contenido de RNA,
lns células se recuperan mediante un filtrado a vacio rotatorio y se utilizan para
ln produccién de un amplio rango de productos.

HCHO
n;wmp
3-Ceto-8-Phexulosa (3) Fructosa-6-P \
Fructosa-6-P (3) Glucosa-6-P
NADP
Fructosal 6 di-P
Puntosa-5-P
NAD ’
Fructosa-6-P (2) EHEH
6-P-Gluconato
Reacciones tranacetalasa Dihidroxiacetona-P Piruvato
Gliceraldehido-3-P

Fig. 6.4. Ciclo de la ribulosa monofosfato.
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Fig. 6.5. Diagrama para la produccién de alcohol y levaduras a partir de lactosuero
(reproducido con permiso de Bernstein et al., 1977).
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Fig. 6.6. Proceso de Rank Hovis McDougall Mycoprotein (reproducido con permiso
de Anderson y Solomons, 1984).
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Fig. 6.7. Diagrama de un reactor con bucle tubular para la fotosintesis de células sim-
ples (reproducido con permiso de Pirt, 1982).

PRODUCCION DE PROTEINAS DE ORGANISMOS UNICELULARES FOTOSINTETICOS

Todos los procesos de produccién de proteinas de organismos unicelulares
discutidos hasta ahora se basan en el reciclado de materia organica lo que obli-
ga al proceso a un costo relativamente elevado y un volumen de producto bajo.
La agricultura convencional tiene una eficacia fotosintética baja, pues sélo al-
macena aproximadamente el 1 % de la energfa solar disponible. Mediante pro-
cesos situados en la interfase entre la agricultura tradicional y la produccién
de biomasa, se han cultivado organismos fototrépicos en lagunas grandes y las
algas han sido utilizadas como componentes de la dieta humana por los aztecas
de América Central y por los nativos africanos del drea del lago Chad. Los bio-
rreactores tubulares con bucle a gran escala con sistemas de cultivo continuo
totalmente controlados para el cultivo de células fotosintéticas pueden almace-
nar hasta el 18 % de la energia solar y producen densidades celulares de mas
de 20 g 1~ ' de peso seco (Fig. 6.7). Se ha sugerido que con biorreactores foto-
sintéticos adecuados podria conseguirse una solucién a los problemas globales
de suministro de energia, alimentos y compuestos quimicos.
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In6culos microbianos

CULTIVOS «STARTER= EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Los cultivos «starter» se utilizan actualmente en el procesado de alimentos
para inducir diversos cambios en sus propiedades, tales como la modificacion
de la textura, la conservacion, el desarrollo de aromas o la mejora nutricional.
La utilizacién de estos cultivos debe tener en cuenta estos efectos, cumpliendo
a la vez con las exigencias de la automatizacion del proceso, calidad del produc-
to y reproducibilidad, lo que lleva consigo la produccién de cultivos con una
actividad definida en términos de viabilidad, eficacia y vida 1til. Las principa-
les aplicaciones de los cultivos «starters» se encuentran en las industrias de pa-
naderia y lecheria, aunque también existen levaduras «starter» destinadas a la
fermentacién de bebidas alcohdlicas y a la produccién de alcohol industrial.
El proceso de produccién de estas tltimas es similar al empleado en la manu-
factura de levaduras de panaderia, que ademads se utilizan con frecuencia en las
fermentaciones alcohdlicas. En esta seccion se van a discutir las levaduras de
panaderia y los cultivos «starter» en las industrias ldcteas y cdrnicas.

Levaduras de panaderia

Las levaduras de panaderia, Saccharomyces cerevisiae, utilizadas en la ela-
boracion del pan, degradan los azicares a una mezcla de alcohol y didxido de
carbono gaseoso que queda retenido en la masa. Con la excrecidon de compuestos
como cisteina y glutatién, que rompen los puentes disulfuro intramoleculares
y con la produccion de gas, las levaduras actiian modificando quimica y meca-
nicamente el gluten, protefna mayoritaria del trigo.

En funcidn de las condiciones medioambientales, las fermentaciones con le-
vaduras de panaderia pueden dirigirse a favor de la produccién de alcohol o
de biomasa. En un medio anaerobio la produccién de alcohol es dptima, obte-
niéndose un rendimiento de biomasa tedrico mdximo en estas condiciones de
v, = 0,075, mientras que en un medio aerobio en presencia de concentracio-
nes elevadas de aziicar, también se forman cantidades substanciales de alcohol
debido al efecto Crabtree. Manteniendo concentraciones bajas de azlicares en
fermentaciones aerobias de levaduras con alimentacién continua de aziicar se
favorece la produccion de biomasa, alcanzando un rendimiento de biomasa ted-
rico madximo de v, = 0,54. Cuando el oxigeno estd en exceso, un cultivo de le-
vaduras que crecen en concentraciones 1,1 mM de glucosa (0,2 g 17"), presenta
una velocidad de respiracién méxima (Q,), una velocidad de crecimiento es-
pecifico p de 0,2 a 0,25 y una produccién de etanol despreciable; en estas condi-
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ciones el coeficiente respiratorio (RQ = Q.,./Q,,) vale aproximadamente 1,0,
A concentraciones superiores de glucosa, la respiracion o transferencia de oxi-
geno disminuye, se produce etanol y el coeficiente respiratorio se incrementa.

Las melazas son el substrato mas utilizado en la produccién de levaduras
de panaderia, aunque, al ser deficientes generalmente en nitrégeno y fésforo
con respecto a las necesidades nutritivas de las levaduras, deben ser suplemen-
tadas con sales amoniacales y dcido ortofosférico u otras formas adecuadas de
fosfato. La biotina, necesaria para el crecimiento de las levaduras de panaderia,
se encuentra en cantidad suficiente en las melazas de cafia, aunque no asi en
las de remolacha, que en consecuencia deben ser suplementadas con esta subs-
tancia. Por otra parte, puede emplearse una mezcla de melazas de remolacha
con al menos el 20 % de melazas de caia. La urea puede reemplazar a las sales
amoniacales como fuente de nitrégeno, siempre que se incorpore al medio sufi-
ciente biotina, necesaria también para su hidrdlisis.

La produccion de levaduras es un proceso discontinuo que necesita hasta
ocho etapas. Los volimenes de un fermentador de produccién tipico oscilan
entre 50 y 350 m® o mds. Las dos primeras etapas de inoculacién exigen usual-
mente fermentaciones asépticas, en tanto que las etapas posteriores de inocula-
cion y produccidn generalmente no las requieren y tampoco necesitan recipien-
tes a presion. La etapa final de desarrollo del indculo y la principal etapa de
produccién de biomasa implican una alimentacién creciente de molasas. El prin-
cipal objetivo de la etapa de produccién es conseguir un rendimiento elevado
de levaduras viables con un equilibrio éptimo de propiedades, actividad fermen-
tativa alta y buena capacidad para ser almacenada. Esta iltima propiedad se
mejora permitiendo que la aireacidn contintie una vez detenida la alimentacion
de melazas, lo que influye positivamente en la uniformidad de las levaduras y
reduce la sintesis de RNA y proteinas.

En el fermentador de produccién la fermentacién aerobia tiene lugar a
28-30 °C, por lo que tiene que ser refrigerado puesto que se generan 3,5 Kcal
por g de levadura sélida producida. Los pH estdn comprendidos entre 4,1 y 5,0
en el valor mas bajo de este rango se reduce la contaminacién bacteriana pero
aumenta la absorcion del material colorante de las melazas. La mayoria de los
procesos de fermentacidon comerciales se inician a valores de pH inferiores
(4,0-4,4) y finalizan a pH mds elevados (4,8-5,0). Las concentraciones de leva-
dura obtenidas estdn comprendidas entre 40 y 60 g 1~ (seco).

La cantidad de oxigeno necesaria para el crecimiento de las levaduras es de
aproximadamente 1 g o 31 mM por g de levaduras sélidas. En las tltimas etapas
de la fermentacién discontinua de levaduras, éstas pueden producirse a una ve-
locidad de hasta 5 g por litro y por hora, de forma que el sistema de aireacién
del fermentador debe tener una capacidad de transferencia de oxigeno de apro-
ximadamente 150 mM por litro por hora. En general, se utilizan sistemas de
inyeccion de gas eficaces sin agitacion.
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La separacion sélido-liquido se lleva a cabo mediante centrifugacién conti-
nua, produciendo una pasta de levaduras del 18-20 %, que es concentrada pos-
leriormente hasta un 27-28 % de s6lidos mediante filtracién rotatoria a vacio
durante la cual puede utilizarse almidén como auxiliar de fermentacion, Pue-
den conseguirse niveles mas elevados de sélidos mediante salado previo a la fil-
tracion, que reduce osméticamente el contenido de humedad celular. La torta
desmenuzable producida por filtracién es un producto final ampliamente co-
mercializado. También la torta de levaduras puede mezclarse con emulsionantes
con objeto de facilitar la extrusion. Las levaduras secas activas se producen usual-
mente mediante secadores de lecho fluidizado en los que el aire caliente insufla-
do se dirige hacia las particulas a velocidades capaces de suspender la levadura
en un lecho fluido. Para ciclos de secado rapido de 10 a 30 minutos, se emplean
temperaturas de aire de 100-150 °C al comienzo del ciclo mientras que la leva-

dura mantiene una temperatura de 24-40 °C. El contenido final de humedad
es del 7 %,

" Cultivos «starter» para las industrias ldcteas

En la manufactura de productos licteos fermentados se emplean microor-
ganismos para producir acido ldctico, para secretar metabolitos de aroma vy sa-
bor caracteristico y para conseguir otros cambios quimicos deseables. Las espe-
cies bacterianas mas importantes utilizadas para la elaboracién de quesos son
las mes6filas Streptococcus cremoris ¥ S. lactis, que son homofermentativas y
producen solamente dcido ldctico. En la manufactura del yogur, el indculo con-
siste principalmente en dos cepas homofermentativas termofilicas, S. thermo-
philus y Lactobacillus bulgaricus, a los que a veces se les incorpora L. acidophi-
lus a concentraciones bajas. Los mohos blancos Penicillium camemberti Y sus
biotipos, P candidum y P caseioculum, se utilizan en la manufactura de quesos
madurados cuya superficie estd recubierta por mohos, como el Brie y el Ca-
membert, y los mohos azules, como P roqueforti, en la produccién de quesos
madurados con mohos internos, como el Gorgonzola y el Stilton.

La tecnologia para la produccién de esporas flingicas es relativamente sim-
ple y se basa en métodos de cultivo en superficie a pequefia escala, disponién-
dose de esporas en forma pulverulenta producidas por diversas firmas
comerciales,

Las dos especies mesofilicas bacterianas utilizadas como «starter» son sus-
ceptibles de ser invadidas por bacteridfagos, lo que representa la principal cau-
sa de fallos en la fabricacién del queso, y en consecuencia el mayor esfuerzo
en el desarrollo de cultivos «starter» va dirigido hacia la superacién de los pro-
blemas relacionados con la infeccién por bacteridfagos. Durante los afios trein-
tay cuarenta de este siglo se mantuvieron por subcultivo durante anos cultivos
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ustartern mezclados brutos de queso, La intensificacion dc !a elaboracion de
yuesos debido a la demanda acelerada increment6 la SI:ISCCpllbllldad de esta t‘or.ma
e ¢ultivo bruto ante los fallos debidos a los baclerléragos_. l::n la elaboracion
vomercial de quesos se introdujeron como «starter» cepas unicas y cnlonc?s la
viriabilidad de su actividad representd un serio prob!ema. Entre las medidas
lumadas para controlar la contaminacién por baclenéflagos se encuenlmn]la
propagacion aséptica de los «starter», la limpieza del equipo qllhzado en la'e -
boracion del queso, el empleo de tinas cerradas y el acprtaml_emu de los tiem-
pos de maduracion, aunque estas precauciones fueron 1ns.uf_'|c1entes para mol-.
ver ¢l problema. A partir de los afios cincuenta, los summ'lstra-dores de cepas
vomerciales proporcionaron mezclas de cultivos «starter» liofilizados y poste-
riormente congelados definidos o indefinidos a las factorias de quesos tanto
purn las preparaciones «madre» como para las utiliz.adlas como cfstarte‘r». en pro-
duceidn, La mayoria de las cepas S. cremoris y S. lactis son senm'blF§ tnicamen-
I¢ 0 un numero especifico de tipos de fagos, v por tan}o_la s..epmbihdad y .res;s-
tencia es distinta entre las diversas cepas de una especie individual. Los nl.veles
e fagos pueden controlarse mediante rotacién t:recuen[e de cepas no relaciona-
lus con fagos. La introduccién de medios inpibldores de fagos con iones ftl)s::a-
L (jue acomplejan a los iones calcio necesarios para la propag'amén bacteriofa-
ga, minimiza la concentracion de fagos durante !a preparamf.‘m del «sta}rtem.
S¢ han introducido cultivos concentrados comerciales que se inoculan dm:f:la-
mente a los tanques de obtencion de «starter» y a las tinas. Las cc_:pas lacuf:as
vomerciales aceptables deben ser efectivas en cuanto a la produccién de ﬂmdf:
y tle aromas. Desde comienzos de los afios ochenta se han desarrollado con éxi-
. insensibles a los bacteridfagos. ‘
- tleiﬁalsa 1IE"llsgura 6.8 se muestra un diagrama de flujo para la produccién a gran
escala de cultivos ldcticos «starter». El objet'!vo de los procesos de fermel.lta-
vldn y recuperacion es el de conseguir rendimleptcus elevados de prof.luclo libre
e bacteridfagos. El medio de fermentacion contiene usualmente nutn_entcs com-
plejos como leche, suero, extracto de levaduras, peptonas, mono o disacéridos,
vitaminas, tampones, sales e inhibidores de fagos, y'pqede esterilizarse m.edian—
t¢ un proceso UHT. La temperatura éptima dg crecimiento varit; en funcién de
la cepa, aunque generalmente estd comprendldal entre 25 y 30 C para los es-
treptococos y entre 30 y 37 °C para los lactobacilos. E.1 pH también debe ccm{-)
trolarse, generalmente en el rango de 54 a 6,3, preﬁnéndos? un valor de §,
unidades, lo que se logra con amoniaco gaseoso u otros alcalis o lampcmes in-
ternos. Usualmente el proceso de fermentacion se lleva a cabo con agitacién suave.
Una vez completada la fermentacion, el ca.lfio se enfria y puede concentrarse
usépticamente por filtracién pam dar un cultivo concentrado que pmedc ser ino-
culado directamente o almacenado en forma congelada o liofializada.
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Tabla 6.3. Otras aplicaciones de los indeulos microbianos
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Fig. 6.8, ] Esquema de flujo para la produccién a gran escala de cultivos iniciadores («star-
ter») lacticos (reproducido con permiso de Porubscan y Sellars, 1979).

Cultivos «starter» para las industrias cdrnicas

El objetivo principal de la fermentacién de los productos cdrnicos es el de
su f:onservacién. Un proceso de fermentacién microbiana que da lugar a la apa-
ricién de acidez produce la eliminacién de humedad, suministrando un margen
desca_blc de seguridad, mejora la estabilidad y las propiedades relacionadas con
la calidad, como por ejemplo aromas y sabores, que no se pueden imitar sim-
pgcmente con el empleo de aditivos quimicos. La mayoria de los derivados car-
nicos fermentados consisten en fiambres secos o semisecos, consiguiéndose me-
Joras en el proceso de elaboracién de estos productos mediante la adicién de
azicar, que acelera la produccién de 4dcido lactico, y nitratos, que disminuyen
¢l potencial de oxidacién-reduccién de la carne al convertirse en nitritos, dando
lugar a .18 estabilizacion del color de la carne al impedir la oxidacién d'e la he-
m(.)globmz.l y suministrando un medio ambiente favorable a los productores de
dcido ldctico micro-aerofilicos, evitando el desarrollo de bacterias indeseables.
Las car_acteristicas deseables de los «starter» cérnicos son: (a) capacidad para
produ.car dcido ldctico, (b) tolerancia a la sal, especias, nitratos y nitritos y (c)
capac;da_d para reducir el nitrato. Actualmente, esta industria utiliza nitritos en
vez de nitratos con objeto de eliminar la necesidad de «starter» reductores de
nitrato en algunas fermentaciones cdrnicas.

Aplicaciones  Especies microbianas

Funcidn

Insecticidas Buacitlics thuringiinsis
Bacillus popilliar
Bacillus aloviy
Bacillus civenlans  y }
Bacilfux spharvicus
Sercatta piscatorum,
.\fn'}mm-r.'r.'.\_}m'-':ff!- y }
Avvobarcter aerngenes
Beauvevia tenella
Vetivillium fecann
Hirsutella thompsonti
Metarrhizinm sp.

Tratamiento Thinbacillus spp.

de minerales Beggtatoa spp-
Bacillus niegaterium,
Barillus, Poudomonas }
b Chramobacterium spp.

Fijacion Procariotas que fijan el
de nitrégeno nitrégeno simbidtico
y que viven libres

Aceleracion Endomycorrhizae de la fami-
del crecimiento  lia Endogonaceae, phylum
de las plantas Zygomycota (hongos arbus-
mediante hongos culares-vesiculares).
micorrizales Ectomicorrhizae de los

phlylum Dikaromycota- la
mayoria son Basidiomycetos

Streptococcus faecium, Lacto-
bacillus plantaruma, otras
bacterias productoras de dcido

Para ensilaje

Lactobacillus acidophilus,
Steptococcus faecium,
bacterias del rumen

Probidticos

Tratamiento MetanGgenos
de desechos  Pseudomonas spp.
Acinetobacier spp.
y Nocardia spp-
Bacterias productoras de en-
zimas extracelulares

Patdg. para las larvas de lepiddpteros
Patégenos para el escarabajo japonds

Patdgeno para los mosquitos

Matan las larvas de mariposa al redu-
cir su pH intestinal

Patégenos para las larvas de chinche
Controla los afidos y la mosca blanca
Controla los dcaros de los citricos
Controla los lepiddpteros

Oxida el azufre
Oxida el H;S en los suelos

Mineralizacién del fosfato y disolucion
del fasforo

Interés en la produccién de indeulos de
leguminosas de las especies Rhizo-
bium para incrementar la fijacion de
nitrégeno

Incrementa la absorcién de nutrientes
y agua por la raiz, y protege
frente a las enfermedades

Reduccién del pH para acelerar ¢l
ensilado

Incrementa la digestibilidad de los pro-
ductos destinados a la alimentacion

animal
Digestion anaerobia

Degrada los alcanos ¥ desechos
resistentes

Hidroliza las proteinas, los carbohidra-
tos y las grasas de los desechos
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Los organismos empleados con éxito como inoculantes «starters en las in-
dustrias carnicas son: (i) Pediococcus cerevisiae, con capacidad de producir éci-
do pero no de reducir al nitrato, (ii) Micrococcus, que reducen el nitrato y con-
tienen catalasa para los perdxidos producidos durante el proceso de fermenta-
cion, y (iii) otras bacterias productoras de dcido, como Lactobacillus planta-
rum, L. brevis y Leuconostoc mesenteroides. Se dispone comercialmente de ce-
pas puras y mezcladas de estos cultivos en forma congelada o liofilizada, y se
prevee que en el futuro la industria cdrnica vaya a hacer mucho mayor uso de
los inoculantes microbianos, no solamente en los derivados fermentados sino
también en el control del crecimiento de microorganismos indeseables.

OTRAS APLICACIONES DE LOS INOCULANTES MICROBIANOS
Los inoculantes microbianos se utilizan en una gran variedad de campos dis-

tintos al alimentario. En la Tabla 6.3 pueden encontrarse ejemplos de las actua-
les y también de algunas otras aplicaciones potenciales.

Capitulo 7

Fermentaciones
de los alimentos

Los microorganismos han sido utilizados durante siglos para modificar los
alimentos, y tanto éstos como las bebidas fermentadas constituyen un sector
primario y extremadamente importante de la industria alimentaria. En este ca-
pitulo se van a describir algunas de las aplicaciones de los procesos de fermen-
tacion en la produccion de bebidas alcohdlicas, elaboracién de quesos, fabrica-
cién de pan, alimentos basados en soja fermentada, procesado de la carne y
elaboracion del vinagre,

* Bebidas alcohdlicas

~ Las bebidas alcohdlicas se producen a partir de diversas materias primas,
pero especialmente a partir de cereales, frutas y productos azucaradosy Entre
“ellas hay bebidas no destiladas, como la cerveza, el vino, la sidra y el/sake, y
destiladas, como el whisky y el ron, que se obtienen a partir de cereales y mela-
zas fermentadas, respectivamente, en tanto que el brandy se obtiene por destila-
cion del vino. Otras bebidas destiladas, por ejemplo el vodka y la ginebra, se
elaboran a partir de bebidas alcohdlicas neutras obtenidas por destilacién de
melazas, cereales, patatas o lactosuero fermentados. Ademads también se obtie-
nen una gran variedad de vinos de alta graduacién mediante adicién de alcohol
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destilado a los vinos normales con objeto de elevar su contenido alcohdlico hasta
el 15 o el 20 %; entre éstos se incluyen productos tan notables como el jerez,
¢l oporto y el madeira.

Un detalle comiin importante en la produccion de todas estas bebidas alco-
hélicas es el empleo de levaduras para convertir los aziicares en etanol. Por con-
siguiente, la primera parte de esta seccion se concentrard en la biologia de las
fermentaciones de levaduras y seguidamente se discutirdn los procesos concre-
1os de obtencidn de la cerveza, el whisky y el vino.

BIOLOGIA DE LAS FERMENTACIONES CON LEVADURAS

Aproximadamente el 96 % de la fermentacion del etanol se lleva a cabo me-
diante cepas de Saccharomyces cerevisiae o especies relacionadas, particular-
mente S. uvarum. El etanol se produce en la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP), en la que el piruvato producido durante la glicosilacién se convierte en
acetaldehido y etanol. La reaccion global es la siguiente:

Glucosa + 2ADP—2 Ftanol + 2CO; + 2ATP

El rendimiento tedrico de 1 g de glucosa es de 0,51 g de etanol y 0,49 g de
CO;. Sin embargo, en la practica, aproximadamente el 10 % de la glucosa se
transforma en biomasa y el rendimiento en etanol y CO; alcanzan el 90 % del
valor tedrico. El ATP formado se utiliza para las necesidades energéticas de la
célula.

La envoltura de la célula de levadura incluye una membrana plasmatica, un
espacio periplasmico y una pared celular constituida principalmente por poli-
sacdridos y una pequefia cantidad de péptidos. La pared tiene una estructura
semirrigida permeable al soluto que proporciona a las levaduras una considera-
ble fuerza compresional y tensil} Los grupos carboxilo de los péptidos de la pa-
red celular confieren a las levaduras utilizadas en la elaboracidn de cerveza una
capacidad de floculacién importante, lo que facilita la separacién sélido-liquido
después de la fermentacién. Se cree que la floculacién se debe a la formacién
de puentes salinos entre los iones calcio y estos grupos carboxilo de la pared
celular.,

Condiciones de la fermentacion

N En la fermentacién las levaduras utilizadas para la elaboracidn de cerveza
(S. cerevisiae) utilizan los aziicares sacarosa, fructosa, maltosa y maltotriosa en
este orden. La sacarosa es hidrolizada primeramente por la invertasa localizada
en el espacio peripldsmico extracelular. Los azticares son transportados a través

FERMENTACIONES DE LOS ALIMENTOS 135

de la membrana celular por transporte activo o pasivo, mediado por permeasas
producidas constitutivamente o inducibles. La maltosa y la maltotriosa son hi-.
drolizadas intracelularmente por la a-glucosidasa. El Saccharomyces uvarum
(S. carisbergensis) se distingue taxonémicamente del S. cerevisiae en que tam-
bién utiliza melibiosa. El Kluyveromyces fragilis y Kluyveromyces lactis, que
a diferencia de S. cerevisige pueden fermentar la lactosa, tienen un sistema
lactosa-permeasa para transportar la lactosa dentro de la célula, donde se hi-
droliza a glucosa y galactosa, que entran en la glicolisis. Excepto los Saccha-
romyces diastaticus, que no son adecuadas para la elaboracidon de cerveza, to-
das las levaduras Saccharomyces son incapaces de hidrolizar el almidon y las
dextrinas, y por consiguiente, el empleo de materiales basados en almidén para
la fermentacion alcohélica requieren la accién de enzimas exdgenos como las -
y G-amilasas de la malta o enzimas microbianos como «-amilasa, amiloglucosi-
dasa (glucoamilasa) y pululanasa. Los azicares mayoritarios del mosto son la
glucosa y la fructosa y puesto que el S. cerevisiae metaboliza preferencialmente
la glucosa; el azicar no fermentado que permanece en el vino resultante es la
fructosa. Por el contrario, las levaduras del vino de Sauternes fermentan la fruc-
tosa mds répidamente que la glucosa.

El mosto de cerveza producido a partir de malta contiene 19 aminodcidos
ademads de otros nutrientes, Estos aminodcidos son asimilados a distintas velo-
cidades durante la fermentacién. Un aminodcido permeasa general (GAP) pue-
de transportar todos los aminodcidos bdsicos y neutros excepto la prolina. En
las levaduras existen al menos otros 11 sistemas de transporte de aminoacidos
mds especificos. La prolin permeasa es inhibida por otros aminodcidos y por
el amoniaco.

Aunque !as fermentaciones alcohélicas son en gran medida anaerobias, las
levaduras necesitan algo de oxigeno para sintetizar algunos esteroles y dcidos
grasos insaturados componentes de la membrana. El mosto de la cerveza con-
tiene normalmente niveles suboptimos de esteroles y dcidos grasos insaturados,
pero cuando el medio se suplementa con dcido oleico u oleanoico, la necesidad
de oxigeno desaparece.

Muchas cepas de S. cerevisiae pueden producir concentraciones de etanol
de hasta el 12-14 %. Existe un cierto interés en el empleo de levaduras tolerantes
de cantidades elevadas de alcohol en los procesos de fabricacién de’cerveza con
gravedad elevada y en la produccién de alcohol pama la destilacién con vistas
a incrementar la productividad de la planta y disminuir los costos de destila-
cién. Existen cepas seleccionadas capaces de producir hasta un 18-20 % de al-
cohol, aunque la velocidad de fermentacién'se ve fuertemente reducida cuando
la concentracién de etanol aumenta. Los mostos con un contenido muy elevado

‘de azicares fermentan tinicamente con levaduras osmofilicas como Saccharomy-

ces rouxiiy S. bailli, que poseen una gran capacidad para fermentar la fructosa.
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La composicién en fosfolipidos de la membrana plasmética es importante para
la tolerancia del etanol, observandose un incremento de ésta cuando el conteni-
do de dcidos grasos insaturados aumenta. La tolerancia alcohélica puede ele-
varse suplementando el medio de crecimiento con dcidos grasos insaturados, vi-
taminas y proteinas. Los factores fisioldgicos tales como la forma de aporte del
substrato, la acumulacién de etanol intracelular, la presion osmotica y la tem-
peratura influyen en la tolerancia de las levaduras al etanol. Los enzimas glicoli-
ticos de las levaduras, hexoquinasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y
piruvato decarboxilasa son sensibles a la concentracién de etanol.

En las levaduras, los valores de pH comprendidos entre 3 y 6 son la mayoria
de las veces favorables al crecimiento y actividad fermentaria; esta tiltima es mayor
cuanto mayor sea €l pH y se produce una caida notable a valores de pH de 3-4.
El pH influye en la formacién de subproductos; por ejemplo, a valores de pH
elevados se incrementa la formacion de glicerol. El pH del mosto de uva esta
generalmente comprendido entre 3 y 3,9 debido a su elevado contenido de dci-
dos (5-15 g/1), principalmente tartarico y malico, de forma que, como la mayo-
ria de las bacterias, con excepci6én de las bacterias del dcido acético y ldctico
prefieren pH mds neutros, la susceptibilidad del mosto de vino a la contamina-
cion bacteriana es reducida,

Las temperaturas optimas de la fermentacion, la respiracién de las levadu-
ras y el crecimiento celular son claramente diferentes. La velocidad de fermen-
tacion aumenta generalmente con la temperatura entre los 15 y los 35 °C y los
niveles de glicerol, acetona, buteno-2,3-diol, acetaldehfdo, piruvato y
2-cetoglutarato se elevan en los caldos de fermentacién. La formacién de nive-
les elevados de alcohol también depende de la temperatura. En los vinos blan-
cos, la menor temperatura de fermentacién da lugar a vinos més frescos y afru-
tados, y el riesgo de infeccién bacteriana y de produccién de dcidos volatiles
como resultado es reducido. Para la produccién de vino tinto se utilizan tempe-
raturas mas elevadas, de 22.a 30 °C, y la fermentacién con los hollejos conduce
a la intensificacién del color y a la produccién de un rico aroma.

Compuestos organolépticos

En la produccion de bebidas alcohélicas deben controlarse las fermentacio-
nes de forma que, por un lado se asimilen los carbohidratos y otros nutrientes
y se conviertan en alcohol y en compuestos con aromas caracteristicos y desea-
bles, y por otro lado, se minimice la formacién de aromas y sabores indesea-
bles. Entre los componentes del aroma y sabor se encuentran otros alcoholes
diferentes del etanol, ésteres, compuestos carbonilicos, dcidos orgdnicos, com-
puestos azufrados, aminas y fenoles.

Cuantitativamente, y en funcién de su papel en el aroma y sabor, los com-
ponentes mds importantes presentes en las bebidas alcohélicas son los alcoho-
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les superiores, denominados también alcoholes de fusel o aceites de fusel, entre
los cuales los mas significativos en la cerveza y el vino son el alcohol amflico,
¢l isoamflico y el 2-fenoetanol. El vino tinto tiene una concentracion mayor de
estos compuestos que el vino blanco, Las bebidas destiladas tienen un espectro
bastante diferente de alcoholes superiores, que incluyen butanoles y pentanoles.
[l glicerol, alcohol polihidrico, est4 presente en casi todas las bebidas alcohdli-
cas. En el vino, el glicerol se encuentra a concentraciones de hasta el 1 % (pe-
so/volumen) y confiere cuerpo a esta bebida.

En muchas bebidas y licores, los ésteres constituyen un grupo importante
de compuestos voldtiles debido a su penetrante aroma afrutado. Entre ellos, el
acetato de etilo esta presente en muchas bebidas a concentraciones organolépti-
camente importantes. Otros ésteres importantes incluyen el formiato de etilo y
¢l acetato de isoamilo.

El acetaldehido, con propiedades organolépticas indeseables, se produce como
un compuesto intermedio durante las fermentaciones alcohdlicas, obteniéndo-
se niveles altos por tasas de levaduras elevadas o excesiva aireacion. El diacetilo
y la pentano-2,3-diona, formados fuera de las células de la levadura por decar-
boxilacién oxidativa del o-acetolato y el a-cetohidroxibutirato, tienen aromas
y sabores indeseables caracteristicos. Las levaduras pueden reducir el diacetilo
y la pentano-2,3-diona. La presencia de exceso de diacetilo en la cerveza se pro-
duce cuando el a-acetolactato aparece en una etapa en la que las levaduras ya
han sedimentado o han perdido su capacidad para reducir el diacetilo a acetoi-
na. El exceso de diacetilo en la cerveza también puede deberse a la presencia
de organismos que la deterioran, como Pediococcus y Lactobacillus.

Durante la fermentacién primaria del mosto de la cerveza se producen can-
tidades considerables de SH; provenientes de la reduccién de los compuestos
azufrados. Aunque en la cerveza pueden ser aceptables cantidades pequefias de
compuestos azufrados, y en la cerveza normal el SO; estd usualmente presente
a concentraciones por debajo de su umbral de sabor, el exceso produce aromas
y sabores desagradables. El diéxido de azufre influye positivamente en la fer-
mentacién alcohdlica, puesto que se une al acetaldehido y ademads inhibe algu-
nas de las reacciones de oxidacién indeseables, En el mosto del vino, el SO;
inhibe algunos microorganismos indeseables, entre ellos las bacterias del dcido
lactico y 4cido acético, asi como algunas levaduras naturales que producen un
exceso de dcidos volétiles, piruvato y a-cetoglutarato. Ademds la produccion
del desagradable sabor del dcido acético también inhibe las fermentaciones de
levaduras, particularmente combinado con el etanol. Saccharomyces cerevisiae
es mds susceptible a esta inhibicién que Saccharomycoides ludwigii y Schizo-
saccharomyces pombe, En los mostos cuya acidez total es baja, es muy util em-
plear SO, para inhibir la fermentacién malo-lactica por las bacterias del 4cido
ldctico, impidiendo la disminucién posterior del nivel de dcido. Una concentra-
cién elevada de SO; puede retrasar el comienzo de la fermentacion.
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FEAMENTACION MALO-LACTICA

El bajo pH del mosto y del vino suministran un medio selectivo para el cre-
cimiento de las bacterias del 4cido acético y del dcido ldctico, aunque la super-
vivencia de las primeras sea usualmente corta debido a las propiedades reducto-
ras del medio. Las bacterias ldcticas del vino son anaerobias facultativas u orga-
nismos microfilicos que son homofermentivos (todas las Pediococcus y algunos
Lactobacillus producen é4cido lactico a partir de glucosa) y heterofermentivos
(todos los Leuconostoc y algunos Lactobacillus producen #écido lactico, ctanql
y CO; a partir de la glucosa). Las bacterias l4cticas pueden metabolizar Ips aci-
dos mdlico y tartdrico presentes en el vino a concentraciones elevadas, asi como
al dcido citrico, presente en cantidades mas bajas. En las regiones del norte pro-
ductoras de vino puede ser deseable la reduccién bacteriana de los dcidos, mien-
tras que en otras regiones, en las que la concentracion de acidos es pequeia,
es importante impedir la posterior pérdida de acidez. También existen métqdos
quimicos para reducir la acidez. La reduccién de los dcidos puede impedir el
deterioro de los vinos de pH elevado. A pH 3,3-3,4, los Leuconostoc oenus fer-
mentan el 4cido malico aunque los Pediococcus no lo hacen. Los Leuconostoc
se adaptan bien a los pH bajos y generalmente se prefieren siempre que se desee
una fermentacién malo-ldctica, Una fermentacion malo-léctica por Pediococ-
cus va con frecuencia acompaiada de la formacién de diacetilo e histamina,
indeseables.

ELABORACION DE LA CERVEZA

Materias primas y preparacion de la malta

Los cereales malteados se han utilizado tradicionalmente en la elaboracidn
' de cerveza porque el proceso de malteado da lugar a la produccién de los enzi-
mas necesarios para la extraccion y conversién del almidén en azicares fermen-
tables. En el proceso de malteado, los granos se sumergen en agua a temperatu-
ras de 10 a 25 °C durante 48-60 horas, tiempo durante el cual el contenido de
humedad crece desde el 10-12 % al 44-50 %. Una vez remojado el grano, la ger-
minacion se lleva a cabo a temperaturas comprendidas entre 15 y 21 °C, depen-
diendo del tipo de malta, en tambores 0 en compartimientos con suelo perfora-
do, controlando la humedad y el flujo de aire, con lo que se producen diversos
enzimas hidroliticos, entre ellos o-amilasa, bioglucanasas y peptidasas que con-
ducen a la degradacién enzimatica de hemicelulosa, -glucano, péptidos y algo
de almidén. La f-amilasa, ligada a otras proteinas en la cebada no germinada,
se libera durante este proceso. Una vez logrado el grado de modificacion desea-
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do, la malta se seca hasta que su contenido de humedad sea de aproximada.
mente el 6 % inicialmente a una temperatura de 65 °C, v después a B0-85 °C
para reducir ain mas su humedad, hasta el 4,5 %, con lo que se detienen los
procesos respiratorios de la germinacién, se inhibe el crecimiento microbiano
v se fomenta la reaccién de Maillard, que contribuye a dar el aroma y color
obscuro a la malta.

La malta de buena calidad tiene suficiente actividad enzimética como para
facilitar la extraccion y conversion de mezclas de maceracidn que contienen hasta
el 60-70 %o de cereales ademds de la propia malta. Los enzimas microbianos in-
dustriales pueden substituir a la malta como fuente enzimdtica para la produc-
cion de mosto de cerveza, y por consiguiente, las bebidas alcohdlicas basadas
en cereales pueden obtenerse ahora a partir de una gran variedad de cereales,
como cebada, trigo, arroz y maiz, o combinaciones de cereales, con o sin la in-
clusién de cereal malteado.

Maceracion y filtracion

Durante la maceracién, las materias primas se extraen con agua, con lo que
se solubilizan, hidrolizan enzimdticamente y extraen del cereal los carbohidra-
108 ¥ otros nutrientes necesarios para la fermentacion bajo condiciones de ca-
lentamiento controlado. En esta operacion, la relacién agua:grano es usualmente
de 2,5-3,0 a 1,0. La temperatura empleada varia de una cerveceria o destileria
a otra y depende de consideraciones tales como la naturaleza del cereal utiliza-
do, las propiedades de los enzimas dependientes de la temperatura, las caracte-
risticas del producto deseado y la naturaleza y capacidad del equipo. La mayo-
ria de los sistemas de maceracién corrientes se clasifican bajo los epigrafes de
sistemas de infusion o decoccién o como una combinacién de ambos. En la
maceracion por infusion, empleando malta bien elaborada, el grano se introdu-
ce en una camara de maceracion, cuyo fondo estd constituido por una placa
filtrante (Fig. 7.1), parcialmente llena de agua caliente, a una temperatura que
se mantiene constante a unos 65 °C para permitir la conversion enzimatica y
la extraccion del mosto. A continuacioén el mosto se separa por filtracién y la
masa que sale se deshace para lavar los azicares residuales hasta que el peso
especifico del liquido que sale es de 1,005.

En los sistemas de decoccidn, la harina se macera a una temperatura menor,
de aproximadamente 50 °C, que se va aumentando transfiriendo parte de la masa
a una caldera, donde hierve y retorna después hasta la masa restante, En los
sistemas de decoccion doble, esta operacion se lleva a cabo dos veces (Fig. 7.2a).
Una vez macerado, el mosto se separa de la masa agotada por filtracién en una
tina denominada cdmara de clarificacién (similar a una cdmara de maceracion,
aunque con menor profundidad), o mediante el empleo de un filtro de placas.
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Flg. 7.1. Cémara de amasado por infusién (reproducido con permiso de Hough, 1985).

La temperatura éptima de las proteasas, a-amilasa, S-amilasa y B-glucanasa
de la malta dicta las condiciones de la maceracién. En ¢l proceso por infusién
la temperatura de la masa favorece la actividad de la amilasa y la §-glucanasa,
siendo mas satisfactoria con las maltas bien modificadas en las que durante el
malteado ya se ha producido una degradacion proteica considerable. La masa
sometida a decoccidn tiene usualmente temperaturas iniciales de 50-55 °C para
una actividad proteolitica éptima, a 63-65 °C para la degradacién dptima del
almiddn y los B-glucanos y a 73 °C para la separacion éptima del mosto. En
América del Norte, las harinas de maiz y arroz, que deben cocerse para que ge-
latinice bien el almiddn, son ampliamente utilizadas como adjuntos con un sis-
tema de maceracion doble (Fig. 7.2b). La temperatura de la primera macera-
¢idn, que contiene harina y algo de malta, se eleva a 65-70 °C con objeto de
reducir la viscosidad del almidén previo a la ebullicién. Durante este proceso,
la masa de malta mayoritaria se mantiene a una temperatura de 45-50 °C para
favorecer la proteolisis. Al combinar la harina con la masa mayoritaria, la tem-
peratura se eleva hasta 67 °C, lo que favorece la amilolisis y después se calienta
hasta 73 °C con objeto de reducir la viscosidad antes de la filtracién. Cuando
una masa se convierte predominantemente utilizando enzimas microbianos, las
temperaturas utilizadas reflejardn la actividad y estabilidad térmica de estos
enzimas,
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Separacidn del mosto

Una vez clarificado el mosto, se hierve durante 60-90 minutos con objeto
de favorecer (a) la inactivacion de los enzimas, (b) la esterilizacién del mosto,
(c) la precipitacibn de las proteinas y los taninos, (d) la extraccién de substan-
cias amargas derivadas del lipulo, (e) la producci6n de color, aromas y sabores
por la caramelizacion del azicar, la formacién de melanoidina y la oxidacion
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de los taninos y (f) la destilacion de los voldtiles. Seguidamente se separa el pre-
cipitado proteico formado durante la ebullicién asi como el lipulo agotado v
¢l resto de los sélidos, a veces con ayuda de un agente de floculacién, en un
separador de torbellino o mediante la combinacién de un tanque de sedimenta-
cién y un filtro o una centrifuga. Una vez separados los sélidos o residuos, el
mosto se enfria mediante un cambiador de calor de placas hasta la temperatura
inicial de fermentacidn y se airea hasta que la concentracion de oxigeno disuel-
to sea de 5-15 mg/I para favorecer la sintesis de dcidos grasos insaturados y este-
roles por las levaduras.

_ Fermentacicn de la cerveza -

El mosto se inocula con levaduras hasta un recuento de aproximadamente
107 células por ml o mayor si se necesita una velocidad de fermentacién mas
elevada, Tradicionalmente, en la produccion de cerveza inglesa (ale) entre 15 y
22 °C se utilizaban levaduras de fermentacién alta, que ascendian a la superfi-
cie hacia el final de la fermentacién, y podian por tanto ser separadas en forma
de espuma, mientras que en la produccion de cerveza «lager» entre 8 y 15 °C
se utilizaban levaduras que sedimentaban en el fondo del recipiente hacia el fi-
nal de la fermentacidn (levaduras de fermentacion baja). Sin embargo, en parti-
cular con la introduccién de los grandes depésitos fermentadores cilindroconi-
cos y el uso de centrifugas, la distincion entre fermentaciones «altas» y «bajas»
tiende a desparacer.

En las fermentaciones tipicas para obtener cerveza «lager», el recuento ini-
cial de levaduras es de 10 células/ml, la concentracién inicial de carbohidratos
es de 12 °P (peso especifico 1.050) y la temperatura inicial aproximadamente
10 °C. Al cabo de unos 3 dias la poblacion de levaduras se ha incrementado
4 6 5 veces. La temperatura tiende a aumentar a medida que avanza la fermen-
tacion y cuando se alcanza el maximo puede ser necesario enfriar. La concen-
tracion de carbohidrato desciende a 2-2,5 °P (peso especifico 1,080-1.010) des-
pués de cinco dias, Si la temperatura se mantiene entre 6 y 10 °C, la fermenta-
cién dura unos 10 dias. En la Fig. 7.3 se muestra el curso de una fermentacién
tradicional de cerveza «lager» llevada a cabo en la zona inferior del rango de
temperatura. Todas las fermentaciones producidas entre 15 y 22 °C se comple-
tan usualmente en unos 3 dias.

Durante el proceso de fermentacion, el pH disminuye aproximadamente una
unidad a partir de un valor inicial de 5,2. Muchos dcidos, especialmente el 4ci-
do acético, formado por oxidacién del acetaldehido, contribuyen a esta caida
del pH.

Los aziicares fermentables que normalmente constituyen el 70-80 % de los
carbohidratos del mosto se convierten en etanol durante la fermentacién. El
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Fig. 7.3. Evolucién con el tiempo de un proceso de fermentacidn tradicional de cerve-
za «lager».

20-30 % de los carbohidratos residuales consiste principalmente en dextrinas
superiores o dextrinas limite no susceptibles de ser atacadas por las amilasas
de la malta debido a la presencia de enlaces glicosidicos a-1-6. En la produccion
de cerveza baja en carbohidratos, estas dextrinas limite pueden ser hidrolizadas
a azucares fermentables por la amiloglucosidasa microbiana. En principio, este
enzima debe hacerse actuar sobre el mosto antes de su ebullicion, ya que ésta
lo inactiva, La amiloglucosidasa es también efectiva en la hidrolisis de las dex-
trinas Iimite durante la etapa de fermentacién, y no se inactiva con la pasteriza-
cion posterior por lo que puede permanecer activa en el producto final.

Maduracion y acondicionamiento final de la cerveza

La cerveza recién fermentada debe someterse a diversos tratamientos antes
de ser envasada finalmente para su distribucién. La maduracion implica una
fermentacion secundaria por las levaduras residuales que pasan a la cerveza desde
el fermentador primario. Durante este proceso, se asimila el diacetilo asi como
las pequeiias cantidades de maltotriosa residual, y la concentracién de algunos
ésteres aumenta. El diéxido de carbono, producido en la fermentacién secun-
daria, o el diéxido de carbono afiadido, ayuda a purgar la cerveza de oxigeno,
H.S y compuestos voldtiles no deseados. A veces se afiaden aditivos para clari-
ficar el mosto y ajustar el aroma, sabor y color de la bebida, y para favorecer
la estabilidad de la espuma asi como la microbiolégica. Los tiempos y la tempe-
ratura utilizados varian de una cerveceria a otra, aunque usualmente se utilizan
temperaturas bajas, de 2 a 6 °C, con un periodo de almacenamiento que oscila
entre 4 dias y 4 semanas.
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Después del acondicionamiento, la cerveza contiene células microbianas, pre-
cipitados proteicos y substancias coloidales, que hay que separar mediante di-
versos procesos, como la floculacidn, centrifugacién vy filtracion. La estabili-
dad microbioldgica se consigue por filtracién esteril y/o pasterizacién. En la
Figura 7.4 se resume el proceso global de la elaboracion de cerveza.
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Fig. 74. Resumen de los proceso que intervienen en la elaboracién de cerveza.

FERMENTACIONES DE LOS ALIMENTOS 145

Condensador

=

'Produclo

Fig. 7.5. Alambique.

PRODUCCION DE WHISKY

El whisky es la bebida alcohdlica obtenida por destilacién de un extracto
acuoso fermentado de cebada malteada y otros cereales, y sus propiedades va-
rian en funcién de las materias primas utilizadas y de la naturaleza de los pro-
cesos de fermentacidn y destilacion, El whisky escocés se obtiene a partir uni-
camente de malta o de una mezcla de whisky de malta y de un whisky escocés
mds ligero, obtenido a partir de una mezcla de cebada malteada y no malteada,
no cocida, El caracteristico aroma y sabor a turba del whisky escocés de malta
se debe al empleo de este tipo de carbén para el secado de los granos. El whisky
bourbon, producido en Estados Unidos, y el whisky de centeno de Canadd, se
obtienen a partir de mezclas en las que predomina el maiz y el centeno respecti-
vamente, con malta y otros cereales como componentes minoritarios.

Maceracion

En Escocia e Irlanda se obtiene un mosto claro mediante un proceso de ma-
ceracién por infusién. Las técnicas de preparacién del mosto son similares a
las empleadas en la industria cervecera, excepto que se afiade amiloglucosidasa,
que permanece activa a lo largo de todo el proceso de fermentacion optimizan-
do la fermentabilidad del mosto. En América del Norte, debido a que los pun-
tos de gelatinizacién de su almidén son mds altos, los cereales no malteados,
particularmente el maiz, deben someterse a un proceso de precoccién antes de
mezclarse con los otros componentes de la masa para su conversion enzimdtica,
para lo cual se utilizan sistemas de coccidn a presién continuos y discontinuos
a temperaturas comprendidas entre 110 y 170 °C,
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En el proceso de coccion discontinuo americano, el maiz triturado se amasa
¢on agua hasta formar una pasta y se introduce en un horno agitado a una con-
centracion de aproximadamente un 25 % (peso/volumen). La o-amilasa termoes-
table hidroliza parcialmente el almidén gelificado (prelicuefaccion), reducien-
do la viscosidad de la pasta lo suficiente como para permitir que la agitacion
contintie. El enzima se inactiva cuando la temperatura supera los 110 °C y el
almidon restante gelifica. La masa se enfria hasta 70-100 °C, dependiendo de
las caracteristicas de estabilidad térmica de la a-amilasa empleada en la etapa
de post-licuefaccion. Cuando el almidén se ha licuado totalmente bajo la ac-
cién de la a-amilasa, la temperatura se reduce nuevamente 4 60 °C y se afiade
amiloglucosidasa para que convierta las dextrinas en glucosa (sacarificacion).
En los procesos continuos para la coccién y licuacién del maiz se logra un ma-
yor control y eficacia en el empleo del equipo. La temperatura de la masa se
eleva a 150 °C por inyeccién de vapor en una camara de coccién y después se
enfria rdpidamente hasta 80-90 °C para la postlicuacién, esperando 30-60 mi-
nutos antes de transferirla al tanque de sacarificacion. Cuando la mezcla final
est4 formada por malta y maiz, pueden combinarse en la etapa de sacarifica-
¢ién, lo que permite a los enzimas de la malta contribuir al proceso hidrolitico.

En la produccion de whisky, una parte de los restos (stillage) de las destila-
ciones previas de whisky pueden mezclarse con el agua empleada en la macera-
cién de los granos de cereal, con objeto de reducir algo el pH de la pasta, dada
su capacidad tamponante, y servir como fuente de nitrégeno para la nutricion
de las levaduras; ademds es un eficaz sistema de reciclado de desechos.

Fermentacion del whisky

Los whiskys escoceses e irlandeses se obtienen por fermentacion de mostos
clarificados, mientras que en Norteamérica se fermenta directamente la pasta
sin eliminar los solidos.

Al contrario que en las cervecerias, los mostos utilizados en la elaboracién
de whisky no estdn lupulados. Ademds, no se someten a un proceso de coccidn,
por lo que la actividad enzimética se manifiesta a lo largo de la fermentacién
y la concentracion de bacterias contaminantes puede ser superior. La mayoria
de las bacterias aerobias mueren durante la fermentacién anaerobia, aunque por
otro lado, en estas condiciones pueden desarrollarse Lactobacillus y Streptococ-
cus, aunque, siempre que su numero esté controlado, los metabolitos excreta-
dos por ellos contribuyen a las cualidades organolépticas de la bebida; si crecen
en exceso, se observa una disminucién global del rendimiento de alcohol y pue-
den aparecer propiedades organolépticas indeseables. Las levaduras de destile-
ria se seleccionan en base a su adaptabilidad a las condiciones de trabajo y a
su capacidad para producir destilados con alto rendimiento en etanol y en com-
ponentes del aroma.
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Cuando los fermentadores estdn equipados con sistemas de refrigeracion efi-
caces, la temperatura de fermentacion se ajusta a 33 °C y se mantiene durante
el proceso mediante enfriamiento. Sin embargo, las destilerias que no disponen
de sistemas de.refrigeracién inician el proceso a una temperatura inferior, unos
20 :C, con objeto de que durante la fermentacion la temperatura no supere los
33‘ C. Frecuentemente se considera el empleo de temperaturas inferiores al co-
mienzo del proceso, cuando las levaduras estdn creciendo, puesto que cuanto
mds alta sea la temperatura mas se retardard el crecimiento de las levaduras y
se favorecera el de las bacterias. Una fermentacion de whisky de malta tipica
produce una concentracion de etanol del 9 al 12 % en 36-48 horas a partir de
un mosto cuya densidad inicial es de 1.050 a 1.060.

Destilacion y maduracion del whisky

: Los alambiques se disefian para separar selectivamente los compuestos vo-
ldtiles, particularmente los productores de aroma, y dar lugar a compuestos que
generan aromas adicionales como resultado de las reacciones quimicas ocurri-
das durante este proceso. Los principales componentes del alambique tradicio-
n_al (Fig. 7.5) son la marmita de cobre y el serpentin del condensador. Estos alam-
l:ilques, que proporcionan un grado pequeiio de rectificacion, se utilizan exclu-
sivamente para destilar whisky de malta escocés y la mayor parte del whisky
:rlandu:és y dan productos ricos en ésteres, aldehidos y alcoholes superiores. Los
alambiquf:s continuos se emplean generalmente en el procesado del whisky de
grano y dllsponcn de dos columnas, denominadas analizador y rectificador. La
alimentacion, precalentada, se vaporiza en el analizador y la mayor parte del
agua y las substancias menos voldtiles se eliminan en el rectificador. La canti-
dad eliminada depende del producto, ya que un whisky puede contener algunos
o todos estos compuestos, aunque, en el caso de alcoholes neutros, no debe es-
tar presente ninguno.

El whisky se deja madurar normalmente en barricas de roble, al menos du-
rar_lte el tiempo marcado por la ley, aunque puede prolongarse mds cuando se
quiera o}:tener un producto de mds alta calidad. Durante la maduracién, se pro-
d'ucen diversas reacciones fisicas y quimicas, entre las que se incluyen la extrac-
cién de los componentes de la madera, la oxidacién de los productos destilados
y de los extractos de la madera, y la interaccién de los diversos componentes
del destilado con los extraidos de la madera. La etapa final consiste en la mez-
cla de whiskies madurados para conseguir diversos productos individuales.

El proceso de produccion del vino blanco se basa en el prensado de la uva
y la separacion de las pepitas y las pieles del jugo mediante prensas de tornillo
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o hidrdulicas con objeto de obtener un mosto claro para la fermentacion, al que
s aiade diéxido sulfuroso, que inhibe los enzimas oxidantes y el crecimiento
de microorganismos indeseables. El mosto prensado se libera de material parti-
culado mediante centrifugacion, filtracién o sedimentacién, y se inocula con
levaduras del vino a temperaturas inferiores a 20 °C. Durante el proceso de fer-
mentacion la temperatura va ascendiendo, pero no debe superar los 36-38 °C
para no matar las levaduras. Cuando finaliza la fermentacién, se obtiene una
concentracion de etanol del 8 al 15 % en volumen. El vino se separa de las leva-
duras, se clarifica, se estabiliza y se almacena.

En el caso del vino tinto, la fermentacion del mosto se lleva a cabo con las
pieles durdnte 3-10 dias o més, utilizando las uvas prensadas como material de
partida, y manteniendo una temperatura de 20-30 °C, que impida una excesiva
éxtraccion de tanino, ya que el etanol producido acelera la extraccién de color,
El color también puede extraerse mediante un tratamiento corto de las uvas pren-
sadas a temperatura elevada, 85 °C, lo que usualmente da lugar a una menor
extraccién de tanino. En el caso del vino tinto, donde es deseable una fermenta-
cién maloldctica, puede retrasarse la separacion del vino y las levaduras, dan-
do lugar a la liberacién de algunos aminodacidos mediante autolisis, que favore-
cen el crecimiento de las bacterias responsables de la fermentacion secundaria.

Para la clarificacién inicial del vino se utilizan filtros de tela y rejillas gran-
des, y después el vino bruto filtrado se refina mediante floculacién y absorcion
de los solidos suspendidos y se filtra nuevamente con un filtro de placas. A con-
tinuacién se deja envejecer en tanques durante periodos comprendidos entre unas
pocas semanas y hasta dos afios antes de ser embotellado; durante este tiempo
se producen algunas reacciones quimicas, por ejemplo, de oxidaciéon y
esterificacion.

Fabricacion del queso

La fabricacién de productos lacteos madurados por microorganismos ocu-
pa el segundo lugar, después de la produccién de bebidas alcohélicas, entre las
industrias que se basan en procesos microbiolégicos. Aunque tanto los quesos
duros como los blandos son quizds los productos lécteos mas importantes ela-
borados con la accién de microorganismos, también existen otros productos sig-
nificativos, como el yogur, la crema agria, la mantequilla, la leche dcida, el ke-
fir, el koumiss y la leche al estilo biilgaro. En esta seccién vamos a tratar de
la fabricacién del queso.
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Las etapas generales en la elaboracion del queso son:

(1) Tratamiento previo de la leche

(2) Coagulacién

(3) Separacion de la cuajada sélida y del suero liquido
(4) Moldeado de la cuajada

(5) Maduracién del queso

En general, para la elaboracidn de queso es mejor emplear leche con un re-
cuento bacteriano relativamente bajo ya que si éste es alto puede crear proble-
mas asociados con la produccion excesiva de gas y con el desarrollo de aromas
desagradables. Algunos enzimas de la leche pueden influir en la elaboracién del
queso y en su calidad; por ejemplo, la lactoperoxidasa inhibe algunas bacterias
ldcticas importantes en la fabricacidn del queso; las lipasas y las proteasas pue-
den modificar el aroma, sabor y propiedades reolégicas del queso al hidroli-
zar la grasa v la caseina de la leche, respectivamente. La concentracién micro-
biana de la leche y la actividad enzimatica se reducen por pasterizacion. Los
quesos cottage v de crema se elaboran usualmente con leche pasterizada. La
homogeneizacion de la leche, que reduce el tamaiio de los glébulos grasos, se
emplea en la elaboracién del queso de crema, en algunos quesos blandos y en
los quesos para untar. La cuajada resultante es mas blanda y generalmente se
acelera la lipolisis y el desarrollo del aroma. También se obtienen quesos a par-
tir de leche cuyo contenido de grasa se ha alterado. La nata, utilizada en la fa-
bricacidn de queso de crema, tiene un contenido graso superior al de la leche
normal, mientras que para el queso cottage se emplea leche desnatada. El color
natural del queso puede blanquearse utilizando peréxido de benzoilo, enmasca-
rarse por coloracién artificial, y obscurecerse mediante colorantes naturales, por
ejemplo el annato.

La coagulacidn de la leche se consigue generalmente mediante el proceso
combinado de la reduccién del pH y de la accidén de enzimas. La acidificacién
se lleva a cabo mediante el empleo de cultivos «starter» ldcticos que fermentan
la lactosa a 4cido ldctico (véase Capitulo 6, epigrafe dedicado a los cultivos «star-
ter» de las industrias ldcteas). La acidez reduce la solubilidad de las caseinas
a_mcdida que ¢l pH se aproxima a 4,6, su pH isoeléctrico, y acelera la coagula-
cién enzimadtica del queso. La reduccién posterior del dcido favorece la sinéresis
df:l suero (extraccién) de la cuajada y controla el desarrollo de la flora micro-
biana indeseable. Ademds, tanto los dcidos como otros metabolitos producidos
por los cultivos ldcticos contribuyen al aroma y sabor del queso. Los enzimas
que cuajan la leche se caracterizan por su capacidad para hidrolizar especifica-
mente la fraccion k-caseina de la leche sin atacar a las otras fracciones mayori-
tarias de la casefna. La x-caseina estabiliza las micelas de caseina de la leche
frente a la presencia de iones calcio en una suspensién coloidal, por lo que la
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liberacion hidrolitica de un macropéptido de la x-caseina bajo la accidn del en-
zima, desestabiliza la micela haciéndola que coagule.

L.os enzimas adecuados para la fabricacion del queso deben tener una rela-
¢ion de cuajado frente a actividad proteolitica general elevada para impedir el
exceso de degradacion enzimatica que podria reducir el rendimiento. Los enzi-
mas mas utilizados con este objetivo son el cuajo de ternera, extraido del cuarto
estémago de las terneras, una mezcla al 50 % de cuajo de ternera y pepsina por-
vina, y los cuajos microbianos, producidos sobre todo por Mucor miehei. La coa-
gulacion de la leche se puede acelerar incrementando la temperatura hasta 45 °C,
o retardar con temperaturas menores. La hidrolisis de la x-caseina puede sepa-
rarse de la etapa de coagulacién enfriando el cuajo y calentando posteriormen-
te la leche hasta conseguir que coagule; esta técnica se utiliza en los procesos
continuos de elaboracidon de queso.

Después de la coagulacién, se separa la cuajada sélida del suero liquido, en
un proceso denominado sinéresis del suero, que puede acelerarse mediante di-
versos medios, entre ellos cortando la cuajada, aumentando la temperatura, re-
duciendo el pH con bacterias ldcticas y también utilizando diversas técnicas de
separacion fisica.

Durante el proceso de maduracion del queso tienen lugar una gran variedad
de reacciones, que conducen al desarrollo del aroma y sabor. En algunos casos,
son microorganismos especificos, por ejemplo, Propionibacterium (queso sui-
z0), Penicillium roqueforti (azul), o Penicillium camemberti (camembert), los
que proporcionan el aroma y sabor, en tanto que en otros son los enzimas, por
ejemplo, las esterasas pregdstricas, (Romano y Provolone) las que més contribu-
yen a estas propiedades. Otros, como los Cheddar y Gouda, dependen de la com-
binacién de diversas reacciones complejas de maduracidn.

En la Figura 7.6 se muestran los procesos generales seguidos para la elabo-
racidon del queso, aunque, naturalmente varian de un tipo de queso a otro.

Fabricaciéon del pan

La mayor parte del pan se obtiene mezclando harina, especialmente de tri-
g0, con agua, algun tipo de levaduras, sal, sacarosa y grasas del tipo «shorte-
ning». Una vez transcurridos varios minutos desde la mezcla de los ingredien-
tes, el pan se incuba a temperaturas comprendidas entre 25 y 35 °C con objeto
de impulsar la fermentacién de los azicares de la masa por las S. cerevisiae,
formando alcohol y didxido de carbono, cuyas burbujas quedan atrapadas en
la masa. Después de la fermentacién, el proceso de panificacion de la masa eva-
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pora el etanol pero no elimina las burbujas de gas, que permanecen en ella con-
tribuyendo a la textura caracteristica del pan. El resultado global de la fermen-
tacidn por levaduras consiste en el hinchamiento de la masa, la modificacién
de la estructura del gluten, el desarrollo de una textura ligera y esponjosa y la
aparicion del aroma y sabor del pan. Entre los azicares fermentables de la ma-
s4 se encuentran la sacarosa afiadida asf como la glucosa y la maltosa, produci-
das a partir del almidén bajo la accidn de los enzimas «- y §-amilasas del cereal
o de la e-amilasa fungica afadida. Los principales métodos de elaboracién de
la masa del pan de trigo son los siguientes:

(1) Proceso de amasado sencillo, en el que todos los ingredientes se mez-
clan previamente y la fermentacién se produce en el conjunto.

(2) Proceso de bizcocho y masa, en el que la fermentacion se lleva a cabo
en una porcién de la masa denominada bizcocho.

(3) Proceso de mezclado continuo, seguido por la fermentacion de toda
la masa en conjunto o en porciones del tamafio de una hogaza.

(4) Proceso de fermentacion en liquido, que es una modificacién del mé-
todo (2), particularmente adecuado para procesos de mezclado-amasado
continuos, en los que el bizcocho se substituye por un sistema de fer-
mentacién liquido bombeable.

Los métodos sin fermentacion de la masa se basan en procesos de amasa-
do/aireacion y utilizan bicarbonato de sodio o de amonio como fuente de
burbujas.

Las masas agrias se obtienen principalmente a partir de harina de centeno,
aunque también se puede partir de harina de trigo. La harina de centeno carece
de elasticidad y las bacterias dcido lactico acidifican la masa, haciéndola mas
apta para panificacion, en tanto que la fermentacién con levaduras la hace hin-
charse. Los enzimas, provenientes de los microorganismos contenidos en la ma-
sa agria, degradan los pentosanos y las proteinas del cereal disminuyendo la vis-
cosidad de la masa de centeno, y los dcidos ldctico y acético producidos durante
la fermentacién confieren un aroma y sabor caracteristico al pan.

Alimentos basados en soja fermentada

Las fermentaciones de productos a base de soja y otras materias primas re-
lacionadas se llevan a cabo desde hace muchos siglos, especialmente en Oriente.
Entre las fermentaciones mds importantes se encuentran los procesos de pro-
duccién de salsas de soja, miso y tempeh, ilustrados en la Figura 7.7.
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Aunque existen diversos tipos de salsas de soja, la producida predominante-
mente en Japon, denominada «koikuchi», se obtiene por fermentacién de una
mezela de soja y trigo, que da lugar a una salsa con fuerte aroma y color marron-
rojizo obscuro. El proceso consiste inicialmente en una fermentacién primaria
de una mezcla al 50 % de soja cocida al vapor, empapada y trigo tostado vy tri-
turado, con un nivel de humedad del 27 al 37 %, que se extiende en bandejas
y se incuba con Aspergillus oryzae, que tiene actividad amilolitica y proteoliti-
ca elevada, durante 2 6 3 dias a 25-30 °C. Después de anadirle agua salada, pa-
ra hacer que el contenido de sodio alcance el 18 %, la masa o «moromi» se trans-
fiere a tinas grandes donde se produce la fermentacién secundaria, con bacte-
rias halofilicas y levaduras osmofilicas; el proceso tiene lugar a una temperatu-
ra de 35-40 °C, con agitacion intermitente, y el tiempo de fermentacién oscila
entre 2 y 12 meses. Al finalizar esta fermentacién secundaria, se recupera la sal-
sa liquida y se pasteriza. Los enzimas producidos en la fermentacién primaria
o fermentaciéon «koji» hidrolizan las proteinas a péptidos y aminodacidos libres
y convierten el almidén en azicares simples. Estos productos de ruptura son
a su vez metabolizados por otros microorganismos, produciendo diversos com-
puestos aromatizantes y saborizantes. Utilizando indculos de levaduras, bacte-
rias y hongos puros el proceso de fermentacién se controla mejor y se obtiene
un producto de calidad, aroma y sabor consistentes.

En Oriente, las pastas de soja fermentada se preparaban tradicionalmente
en casa para su utilizacidn en sopas y salsas. En Japén, el producto, denomina-
do miso, se elabora en la actualidad a gran escala, mediante un proceso que
implica inicialmente la fermentacién koji del arroz empapado al vapor (o ceba-
da, o soja, con menor frecuencia), que después se extiende en bandejas, se ino-
cula con cepas seleccionadas de A. oryzae y se incuba a 28-35 °C durante apro-
ximadamente dos dias. A continuacién el material se mezcla en recipientes con
soja empapada y cocida al vapor en una relacién 1:2, y se afiade cloruro de so-
dio para dar una concentracién del 4 al 13 %. La mezcla se inocula con bacte-
rias y levaduras y se deja fermentar entre 1 y 52 semanas, Finalmente, el pro-
ducto se amasa y se pasteriza, pudiendo obtener distintos tipos de miso con di-
ferentes grados de dulzura, salinidad y color, variando la materia prima koji,
el contenido de sal, los edulcorantes y la duracién de la fermentacién.

La produccién de tempeh se basa en una fermentacién en bandejas de soja
remojada cocida al vapor inoculada con Rhizopus oligosporus, e incubada a
30-38 °C durante 24 horas. El producto, que usualmente se corta en rebanadas,
se sala y se consume frito, tiene una vida corta.
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La materia prima de la fermentacién del vinagre de alcohol (white s;?irit)
consiste usualmente en etanol purificado diluido. Los vinagres de vino, sidra,
malta y arroz se obtienen por fermentacion alcohdlica de zumos de uva, man-
zana, cebada malteada y arroz, respectivamente. La fermentacion del vinaglte
requiere también una fuente de nitrégeno y una combinacion ap.ropiada de mi-
nerales y con frecuencia es necesaria la suplementacion con nutrientes. Las mo-
dernas fermentaciones de vinagre consisten en procesos sumergidos muy airea-
dos. El acetator Frings (Fig. 7.8), muy utilizado en la produccién (.:OII’IEl'Clal de
vinagre, es un fermentador provisto de deflectores, cuyo fondo contiene una n'xr-
bina de cuerpo hueco que gira a 1.450-1.750 rpm, cuya rotacion hace que el aire
sea succionado a través del rotor hueco y se distribuya radialmente a lo largo
de toda la seccion trasversal del fermentador.

Los procesos comerciales tipicos, que producen dcido acético del 12 al 15 o,
se llevan a cabo de forma semicontinua. Las concentraciones de alcohol y de
dcido acético al comienzo del ciclo son del 7-10 % y del 5 % respectivamente;

Fig. 7.8. Seccion de un acetator Frings (reproducido con permiso de Greenshields, 1978).
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la fermentacion se efectta entre 27 y 32 °C hasta que la concentracién de alco-
hol desciende al 0,1-0,3 %, momento en el cual se descarga una parte del ving-
gre (aproximadamente la tercera parte) y el recipiente se vuelve a llenar con una
mezcla que contiene del 0 al 2 % de 4cido acético y del 12 al 15 % de etanol
y el ciclo se repite. Un alcalégrafo mide la concentracién de etanol y hace que
las operaciones de descarga y llenado se puedan llevar a cabo autométicamente,
sin interrupcién del proceso de aireacién/mezclado de forma que impida el ago-
tamiento total del etanol en el caldo de fermentacién. El mezclado rdpido conti-
nuo es esencial para minimizar los gradientes de concentracién. Los tiempos
del ciclo varfan de 24 a 48 horas.

Las bacterias acidoacéticas, que oxidan el etanol a dcido acético y pueden
existir a valores bajos de pH, pertenecen a los géneros Acetobacter y Glucono-
bacter, estrechamente relacionados. Los cultivos puros de estos organismos se
caracterizan por su alto grado de variabilidad y en las fermentaciones indus-
triales se pueden desarrollar posteriormente cultivos mezclados a partir de cul-
tivos puros. Los cultivos industriales se seleccionan en funcién de que toleren
una acidez elevada y de que las velocidades de produccidén de acetato sean altas.
Estas bacterias son extremadamente sensibles y se mueren en ausencia de oxige-
no y etanol y también resultan dafiadas a gradientes de concentracién de etanol
y acetato. La sensibilidad a la falta de oxigeno aumenta a medida que lo hace
la concentracidn total de dcido acético mas etanol. No obstan te, con una airea-
cién suficiente, puede conseguirse una utilizacién del 80 % de oxigeno sin pro-
ducir efectos adversos en la fermentacién. La sobreoxidacién, esto es la conver-
sién de 4cido acético en CO; y H;0 puede impedirse manteniendo la concen-
tracion de dcido acético por encima del 6 " e impidiendo el agotamiento total
del etanol.



Capitulo 8

Compuestos quimicos
industriales

Compuestos quimicos orgdnicos

En la actualidad casi todos los compuestos orgdnicos se obtienen a partir
del petréleo y el gas natural. Los problemas asociados con esta dependencia in-
cluyen la fluctuacién de los costos del petréleo, la incertidumbre del suministro
y finalmente la preocupacién por el agotamiento de estos combustibles fosiles
no renovables. A medida que las reservas de petréleo se van agotando y su pre-
cio se eleva, las compaiifas petroliferas van derivando hacia el carbén como fuente
principal de recursos quimicos y de produccién de energia. La mayoria de los
esquemas de procesos de obtencién de compuestos quimicos a partir del petro-
leo pueden ajustarse ficilmente al empleo de carbén como materia prima y en
consecuencia en la industria quimica no se necesitardn inversiones importantes.
Sin embargo, puesto que el carbén, al igual que el petréleo, es una fuente no
renovable, es de esperar una transicion gradual hacia el empleo de biomasa co-
mo materia prima que solucione a largo plazo los problemas asociados con el
agotamiento del petréleo y del carbén.

Actualmente, el etanol se produce mediante fermentacién, para utilizarlo co-
mo combustible y como materia prima guimica, en Estados Unidos y Brasil,
a partir de materias primas como el almidén de maiz y de la cafa de azicar,
respectivamente. Aunque hay campo para la expansion de procesos que utilizan
recursos basados en el aziicar y el almidén, su empleo a gran escala para la
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produccién de compuestos quimicos y de energia crearia tensiones en el sumi-
nistro mundial de alimentos. El uso extensivo de biomasa para la produccidn
de energfa y de compuestos quimicos dependerfa mas probablemente de la lig-
nocelulosa como materia prima. La biomasa como fuente de recursos tiene una
desventaja inherente puesto que el rendimiento energético por unidad de peso
es de aproximadamente 1/3 del del petréleo, por lo que en consecuencia, los
costos en el transporte de la biomasa hasta las plantas de procesado quimico
podrian ser significativos.

Las materias primas transformadas por conversién microbiana en compuestos
quimicos utiles deben ser sometidas a diversos pretratamientos antes de some-
terlas a la fermentacién. Por ejemplo, el jugo de la cafia de azicar se extrae
mediante técnicas de molienda y lavado, la preparacién de los cereales para su
fermentacién implica operaciones como la molienda, el amasado, el calenta-
miento y la conversion del almidén en glucosa mediante licuefaccidn y sacarifi-
cacion enzimdtica. La biomasa de lignocelulosa requiere un pretratamiento mas
dréstico, asi como procedimientos de hidrélisis. Los métodos de pretratamiento
comunes para eliminar la lignina y exponer la celulosa cristalina, que incluyen
el empleo de dcidos, bases, vapor y procedimientos mecdnicos, aumentan signi-
ficativamente los costos de procesado. Los procesos de biodeslignificacién me-
diante microorganismos como el Chrysosporium pruinosum, pueden eliminar
en principio la lignina, aunque las velocidades comunes de actuacién microbia-
na son demasiado lentas para ser econdmicamente rentables, Ademas, la estruc-
tura cristalina de la celulosa la hace mds dificilmente atacable por los dcidos
y por la hidrélisis enzimadtica que los polisacdridos como el almidén, por lo que
el desarrollo de procesos biotecnoldgicos mejorados para la produccién y apli-
cacion de celulasas estd considerado como un requisito previo para la utiliza-
cidn eficaz de la lignocelulosa como recurso.

En la Figura 8.1 se muestran las rutas metabdlicas para la produccion de
diversos compuestos quimicos mediante fermentacién. Las fermentaciones co-
rrientes viables comercialmente incluyen procesos de produccién de etanol, dci-
do citrico, dcido glucénico, dcido itacénico y dcido lactico. En el pasado las
fermentaciones industriales se utilizaron para la produccién de acetona, buta-
nol, glicerol y 4cido fumdrico, aunque en su manufactura se utilizan en la ac-
tualidad comiinmente mds rutas quimicas, mds baratas, basadas en el petréleo.
Se estdn realizando investigaciones acerca del desarrollo de la fermentacion
acetona-butanol con vistas a hacerla econémicamente rentable, en tanto gue otros
procesos de fermentacién para la produccién de dcido acético y 2,3-butanodiol
como fuentes de compuestos quimicos tienen un potencial comercial real.
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Fig. 8.1. Ruta metabdlica para la biosintesis de diversos productos quimicos (reprodu-
cido con permiso de Ng et al., 1983).

PRODUCCION DE ETANOL

El uso de procesos de fermentacién para la produccion de alcohol industrial
tiene varias ventajas:

® |a tecnologia necesaria existe ya actualmente

® Los alcoholes se pueden obtener a partir de fuentes renovables

® Pueden utilizarse como substratos desechos y ciertos productos agrico- 4
las no comestibles

® Los procesos de recuperacion son relativamente simples

® Los combustibles alcohélicos se queman més limpiamente que las
gasolinas
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El alcohol industrial se produce con diversos grados, aunque la mayor parte
es alcohol denominado «190» (92,4 % en peso), con aplicafciones qm'n:ucas. cos-
méticas y farmacéuticas. En aplicaciones quimicas especiales se Emhza etanol
anhidro (99,8 % en peso), y como combustible para el gasohc'nl (véase después)
se emplea alcohol casi anhidro (99,2 % en peso). La mayoria de las veces se
utiliza exclusivamente la destilacion como medio de recupera::fbn del etanol-. me-
diante columnas simples en una o dos etapas con una seccién de extracf:lén y
otra de rectificacion, con lo que se produce alcohol con una concentracién de
etanol de hasta el 95,7 % en peso, condiciones en las que el agua y el f:tanol
forman una mezcla azeotrépica con volatilidades idénticas. La produccion d’e
alcohol anhidro requiere generalmente la adicion de un tercer corflpu.esto qui-
mico, por ejemplo el benceno, que altere el equilibrio de la c.iestllamérf.

Las principales fuentes de carbohidratos para las fcrmemacwnes.destmadas
a obtener etanol son los azticares de la remolacha y la cafa, el almidén de los
cereales y las raices, la celulosa de la madera y los d_eg_t-:ghczs y subproductos de
otros procesos como las aguas sulfitadas de la indl'zstna papelera y ell lactosue-
ro. Actualmente, el 95 % del alcohol mundial obtenido por fennenta}mén.se pro-
duce a partir de las hexosas mediante S, cerevisiae, u.;s aspectos biolégicos dF
la produccién de alcohol a partir de S. cerevisiae han sido dtscut}dos enel ‘Capl-
tulo 7. Debido al interés en la utilizacion de hemicelu!osa, también estdn §1end0
investigados algunos posibles procesos de fermentacion para la produccion dle
etanol a partir de pentosas. Aunque las cepas de Sacchar?myce:'; no metaboli-
cen la xilosa, existen otras levaduras que pueden convertir 1‘"f )fllosa en etanol
y lactato. También se estd investigando la capacidad de C‘losf‘ndmm !he.rmosac-
charolyticum, Thermoanaerobacter ethanolicus y otras bacterias termgﬂhcas para
ser usadas como fermentadoras de las pentosas. Aungue los organismos _estu-
diados hasta ahora producen cantidades excesivas de productos laterales l!ldE—
seables o linicamente producen concentraciones bajas c‘le alcohol, su (l:apamdald

para fermentar a temperaturas més altas puede permitir la recuperacién conti-
nua del alcohol, reduciendo asi los efectos inhibitorios del producto ﬁ'nal. Las
bacterias Zymomonas mobilis también tienen interés puesto que convrert_gn_. la
glucosa en etanol con un rendimiento del 5 al 10 % mayor que la mayoria de
la:smlevaduras; sus desventajas son su baja tolerancia al alccrhol ysu .pqueno
tamafo, que hace diffcil la separacion de las células. También tiene interés el
empleo de especies de Clostridium termorresistentes, como C. rhermo-ceﬂum y
C. thermohydrosulfuricum, que convierten la cclulosal en etanol. Tamblén_ se es-
tdn investigando métodos enziméticos, fisicos y quimicos para la conversién de
materiales celulésicos y hemicelulésicos en aziicares ferm.enlables.

La tecnologia para el empleo de alcohol como combustible data de los afos
veinte cuando se disefié el modelo T de Henry Ford, de tal form?. que podia
funcionar con alcohol, gasolina o cualquier mezcla de los dos. Sin embargo,
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el alcohol no fue utilizado como combustible de motores hasta los afos setenta
cuando los precios del crudo se elevaron dramdticamente, El stibito incremento
de los precios del petréleo, junto con la limitada disponibilidad de 1os recursos
fosiles, estimulé la busqueda de nuevas fuentes de energfa, inicidndose proyec-
tos para la evaluacién y desarrollo de una gran variedad de tecnologfas que apro-
vechasen otros tipos de energfa, como la solar, la edlica, la geotérmica o la de
las mareas. El empleo de energia solar para transformar el CO; en biomasa me-
diante fotosintesis y el uso de microorganismos para convertir los aziicares de
la_biomasa en alcohol etilico encuentran asi aplicacién inmediata.

En USA se introdujo una gasolina con el 10 % de alcohol, denominada ga-
sohol, y su produccién fue estimulada por el gobierno federal reduciendo los
impuestos sobre esta mezcla. El objetivo del gobierno de USA era el conseguir
una capacidad de produccién de fermentacién de 1,8 billones de galones anua-
les a mitades de los ochenta, Brasil, el lider mundial en la produccion de alco-
hol por fermentacién, produjo 1,4 billones de galones en 1981-2 y se fijo una
meta de 3 billones de galones anuales para 1987,

El Programa gasohol |

En 1986, la capacidad de produccién en USA alcanzé los 760 millones de
galones anuales, con la esperanza de que el objetivo original de 1,8 billones de
galones anuales se alcanzase en 1990, Debido al red ucido efecto como contami-
nante medioambiental del etanol, en este pais se produjo una fuerte presion a
favor de que todos los automéviles empleasen gasohol, lo que exigiria una ca-
pacidad de fermentacién de etanol de 8 billones de galones/afio. También en
Canadd ha experimentado cierta expansion la produccién de alcohol como
combustible.

La principal materia prima para la produccion de alcohol combustible en
Estados Unidos es el maiz, que se somete a procesos de fermentacion continuos.
o discontinuos, con procedimientos de coccidn continuos en los dos casos. En
la Tabla 8.1 se describe un proceso de fermentacion discontinuo tipico. La po-
blacién de levaduras es usualmente de 2 x 10* por ml y el tiempo de fermenta-
cion es de unas 48 horas. Algunos de los principales productores de alcohol de
Estados Unidos emplean procesos de fermentacién continuos, en los que el maiz
himedo se muele y procesa con objeto de obtener un mosto libre de sélidos.
Mediante el empleo de levaduras floculantes y una etapa de reciclado de éstas,

se consigue una poblacién de 6-8 x 10% levaduras por ml y la fermentacién se
completa en 10-18 horas.

Programa nacional brasilefio para el alcohol

El Programa Nacional Basilefio para el Alcohol fue iniciado en 1975 para
reducir la importacién de petréleo y para substituir total o parcialmente la ga-
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Tabla 8.1. Procesos de fermentacién discontinuos tipicos para la produccién
de etanol a partir de maiz

() Molienda del maiz hasta un tamafio comprendido entre 1/8 y 3/16 de pulgada

(b) Adicién de agua en una relacidn agua: maiz de 3-4:1 en peso

(¢) Prelicuefaccién de la masa mediante c-amilasa termoestable de Bacillus licheniformis
a 60-66 °C durante 20-30 min

(d) Gelificacién completa del almidén de maiz elevando la temperatura por encima de
150 °C durante 5-10 min

(¢) Post-licuefaccién del almidén mediante una segunda dosis de a-amilasa termoesta-
ble, y después reduccién de la temperatura de la masa a 85 °C

(f) Enfriado de la masa hasta 32 °C y trasferencia al fermentador

(2) Adicidn de amiloglucosidasa y levaduras a la masa para iniciar simultdneamente
la sacarificacién del almidén y la produccién de alcohol en el fermentador

(h) Recuperacién del alcohol después de un tiempo de fermentacién de aproxima-
damente unas 48 h

solina por etanol anhidro. El programa incentivaba a la empresa privada para
que incrementase la produccién de cultivos agricolas energéticos y los transfor-
mase en substitutos del petrdleo y materias primas para el sector quimico. El
etanol se produce exclusivamente a partir de la fermentacién de la cafia de azu-
car. El Centro Técnico Aerondutico Gubernamental diseiid un motor de ciclo
Otto para que funcionase con etanol y transfirié la tecnologia a la industria
del automdvil, a la vez que se establecieron incentivos econdmicos que favore-
cian a los automovilistas que utilizasen exclusivamente alcohol como combusti-
ble. Estas medidas politicas dieron como resultado un drastico incremento en
el uso tanto de etanol puro como de gasohol como combustibles para motores.
La reducida utilizacion de petréleo crudo para su refinado dio lugar a la esca-
sez en el suministro de gasoil, por lo que se necesitarfa un programa de substi-
tucién de este combustible, posiblemente también por etanol.

Las partes del programa implican la mejora de la eficacia de la produccién
de cafia de azicar, la etapa de fermentacién del alcohol y el reciclado de los
desechos. Las estrategias adoptadas fueron las siguientes:

(i) Eficacia en la produccidn de cafla de azucar. Los problemas planteados
por la baja productividad de la cafla de aziicar hicieron que la agricultura se
encaminase hacia el cultivo de mejores variedades, perfeccionando también las
labores agricolas y controlando los dafios producidos por las enfermedades y
los insectos. Se supone que con una buena préctica agricola pueden obtenerse
rendimientos de hasta 76 Tm de cafia por Ha, recogiendo 3 cosechas cada 4 afios,
con lo que se obtendr{a una productividad media de 55 Tm/Ha/afo. El empleo
de nuevas variedades de plantas hizo que se esperase un incremento de la pro-
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ductividad anual media de hasta 80 Tm/Ha, y si se recogieran 4 cosechas cada
5 afios el rendimiento ascenderia a 101 Tm/Ha. También se espera que la canti-
dad de azicares fermentables contenidos en la cosecha aumente a lo largo de
15 afios desde el 13,5 % hasta el 17 %. Ademas, se cree posible mediante la me-
jora del disefio de los molinos, incrementar la eficacién de la extraccién del 91
al 97 %.

(ii) Produccion de alcohol. La estrategia para mejorar las Or{eraciones de des-
tilacién y fermentacién, que diera como resultado una instalacion n:lés pequeia
y una inversion menor, consistioé en ampliar el periodo de Opera{:lfﬁn de estos
procesos desde los 150-180 dias de la estacién de cosechado y molienda hasta
200-300 dias, mediante el empleo de nuevos métodos mejorados de almacena-
miento de la cafia de azicar y de las melazas. Elevando el control de la tempera-
tura y del pH y evitando las infecciones, podria esperarse que la eficacia de la
fermentacién se incrementase del 85 al 91 %. ‘

(iii) Tratamiento de los desechos. Los desechos industriales mas uz}porlan-
tes de la produccién de alcohol a partir de cafia de azucar son los residuos de
alambique y el bagazo. El primero se utiliza en Brasil principalmente como un
fertilizante de suelos, como suplemento alimentario para el ganado (una vez re-
ducido ¢l contenido de potasio para evitar trastornos intestinales) y como mate-
ria prima pana la produccién de metano. El bagazo se emplea como combusti-
ble generador de vapor.

En Brasil, aproximadamente la mitad de las plantas de procesadp de alco-
hol emplean como materia prima directamente cafia de azflcl:ar. El jugo de la
cafa se recupera mediante un proceso de molienda que consiste en el c.ortado.
molido y laminado para romper las células y exprimir el jugo, que conuene_ del
12 al 16 % de sacarosa. La solucién azucarada, suplementada con los nutrien-
tes necesarios, se inocula con levaduras, alcanzandose una productividad de eta-
nol méxima en 14-20 horas en un proceso discontinuo. Usualmente operan va-
rios fermentadores de forma escalonada para suministrar una alimentacion con-
tinua a la planta de destilacién. La mayoria de las destilerfas brasilefias emplean
el proceso «Melle Boinot», basado en la recuperacién centrifuga de las lf.'vadu-
ras vivas (usualmente del 10 al 15 % en volumen del liquido total) y su reinocu-
lacién en otros fermentadores.

PRODUCCION DE ACIDO CITRICO

El 4cido citrico, ampliamente distribuido en la naturaleza, se utiliza desde
hace tiempo en la manufactura de bebidas refrescantes como acidula.nlc,'oomo_
auxiliar en la fabricacién de mermeladas y como aditivo general en las indus-
trias de reposteria. Inicialmente se extrajo del zumo de limdn, posteriormente
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se sintetizd a partir de glicerol y de otros compuestos quimicos y finalmente,
desde 1923, se obtiene por fermentacién industrial. En 1933, la produccién mun-
dial anual superd las 10.000 Tm, de las cuales, méas del 80 " se obtuvieron por
fermentacion. Con la substitucién de los polifosfatos por el citrato de sodio en
los detergentes en 1970, el mercado anual crecié rdpidamente y actualmente se
estima que se producen exclusivamente por fermentacién unas 300.000 Tm. Ini-
clalmente se utilizaron métodos de cultivo en superficie con Aspergillus niger;
después de la segunda guerra mundial se introdujeron procesos de cultivo su-
mergidos también con A. niger y aproximadamente en 1977 se comercializé un
proceso de cultivo sumergido con levaduras del género Candida.

En la Tabla 8.2 se muestran las principales caracteristicas de los procesos
industriales empleados en la produccién de dcido citrico. Actualmente atn se
utiliza ampliamente el cultivo en superficie con A. niger, puesto que, aunque
€s un proceso que requiere mds trabajo que el de cultivo sumergido, las necesi-

dades energéticas son menores. En los procesos sumergidos se prefieren fermen-

tadores agitados por aire, que permiten utilizar recipientes de mayor tamaiio,
va que este producto es de un volumen de produccién alto entre los obtenidos
por fermentacién. La materia prima mds utilizada para la produccién de citra-
to son las molasas, cuyo mayor problema consiste en la gran variabilidad del
material. En las fermentaciones sumergidas con A. niger las concentraciones
elevadas de aztcar estimulan la produccion de citrato obteniéndose rendimien-
tos bajos cuando la concentracién de azicar es inferior a 140 kg m ~>. En gene-
ral, se suministra nitrégeno a una concentracion de 0,1-0,4 g 1 =, La adicién
de NHs durante la fermentacién aumenta la produccién de citrato.

La produccién de dcido citrico con A. niger es extremadamente sensible a
la concentracién de iones Mn* * , de forma que su produccion se ve ya dréstica-
mente reducida a un nivel de manganeso del orden de 3 mg | ~'. Por tanto, es
necesario pretratar las molasas con agentes que acomplejen o precipiten este
metal, por ejemplo con hexacianoferrato (HCF) o con cobre, que contrarresta
el efecto del manganeso al inhibir su absorcidn por las células. Las condiciones
deficientes en manganeso también favorecen la produccidn de pequefios granu-
los micelianos con superficies lisas y compactas, caracteristicos de las buenas
fermentaciones fiingicas de citrato. Cuando la concentracion de manganeso
aumenta, la morfologia fiingica se vuelve filamentosa, incrementando dréstica-
mente la viscosidad del cultivo y disminuyendo rapidamente de forma conco-
mitante la tensién del oxigeno disuelto. Como la produccién de dcido citrico
necesita oxigeno, la velocidad de produccién de dcido aumenta a medida que
aumenta la cantidad de oxigeno disuelto. Ademds, una corta interrupcién del
suministro de oxigeno puede conducir al cese irreversible de la produccién de
citrato. Para la biosintesis de citrato es esencial mantener el pH por debajo de
2,0, puesto que a pH superiores, el A. niger acumula acido glucénico en vez
de citrato,
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Tabla 8.2. Fermentaciones industriales de dcido citrico
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Aspergillus

Candida

niger guilliermondii

Aspergillus
Pardmetro niger
Tipo de Cultivo en super-
fermentacion ficie, profundi-
dad 0,05-02 m
Produccion, Conidia/esporas
fermentador, ca. lSUvmg 0
inéculo 2 x 10 4
esporas/m

Fermentacién pH

reactor tipo tanque
con agitacion de
40-200 m’, reactor
agitado por aire
con 200-900 m’

Indeulo vegetativo

preparado en el
fermentador de
siembra o inocula-
cién de esporas
directamente

Inicialmente 5,0-7,0 para la germinacién/

crecimiento de A. niger. Caida por
debajo de 2,0 para la fase de produc-

cion de citrato

Cultivo sumergido, Cultivo sumergido,

reactor tipo tanque
con agitacion de
40-200 m*, reactor
agitado por aire de
200-900 m’

Inéculo preparado
en el fermentador
de siembra

pH 4,5-6,5 para el
crecimiento. Pue-
de permitirse que
descienda hasta
3,5 para la pro-
duccién de citrato

Temperatura 30 °C 30 °C 25-37°C
Aireacion Transferencia 0,5-1 vwm (transfe-  0,5-1 vym (transfe-
(funcién)* de oxigeno, rencia de oxigeno, rencia de oxigeno,
enfriamiento mezclado en el reac-  mezclado en reac-
tor agitado por aire).  tor agitado
Tension de O; ele- por aire
vada > 140 m bar.
La fermentacion
es muy sensible
al oxigeno
j i ales
Medi Melazas o jarabes de glucosa ademas de nutrientes y s :
e 150 kg m > 140 220 kgm ~? hasta 280 kgm ~*
Pretratamientos La concentracién baja en manganeso No se ngcesita pre-
del medio exige que el medio se pre-trate con he- tratamiento con
xacianoferralo o iones cobre iones metalicos
Otros datos El NHJ estimula la produccién de La limit. de nitrdge-

dcido citrico

Morfologia mice-
liana en forma
de granulos

no desencadena la
acumulac. de dcido
La tiamina es necesa-
ria para la acumu-
lacién de dcido

*vvm = volumen de aire por unidad de volumen de medio por minuto
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La produccion de citrato con Candida guilliermondii difiere en varios as-
pectos del proceso sumergido con A. niger. Por ejemplo, la deficiencia de man-
ganeso no s un prerrequisito, siendo innecesaria una etapa de pretratamiento
para eliminar este metal del medio; el citrato se produce a un pH superior
(3,5-5,0). Ademds, la limitacién de nitrégeno provoca la acumulacion de dcido.
La principal ventaja del proceso que emplea Candida respecto al que emplea
A. niger consiste en que la productividad global de la fermentacion es superior,
ya que se pueden utilizar concentraciones de aziicar mds altas debido a la natu-
raleza mas osmotolerante de los organismos y ademds la fermentacién es mas
rdpida.

Bioguimica de la produccidn de citrato con A. niger

El proceso metabdlico que conduce a la acumulacion de citrato implica (a)
la descomposicion de las hexosas a piruvato y acetil CoA, (b) la formacién ana-
plerdtica de oxalacetato a partir de piruvato y CO; y (¢) la acumulacion de ci-
trato dentro del ciclo del dcido tricarboxilico. En este esquema no deberia eli-
minarse CO; durante la produccién de citrato, puesto que el CO; liberado en
la decarboxilacién oxidativa del piruvato a acetil-CoA deberia utilizarse en la
conversion de piruvato en oxalacetato. El enzima clave que cataliza esta reac-
¢idn, la piruvato carboxilasa, lo producen intrinsecamente las especies Aspergi-
llus. Las concentraciones elevadas de azicar aumentan ademas la actividad de
este enzima asi como la de los enzimas glicoliticos y pueden inhibir algunos de
los enzimas del ciclo del acido tricarboxilico. Para que se acumule citrato es
necesario que al menos uno de los enzimas de este ciclo resulte inhibido. Las
evidencias recientes sugieren que la principal etapa reguladora es la de la a-
cetoglutarato deshidrogenasa, etapa limitante de la velocidad en el ciclo y la tinica
reaccion irreversible, Este enzima se inhibe al incrementar las concentraciones
fisidlogicas de oxalacetato y NADH durante la produccién de citrato. La fosfo-
fructoquinasa es inhibida por el citrato, aunque esta inhibicién puede contra-
rrestarse con concentraciones intracelulares elevadas de NHy" .

La deficiencia de manganeso reduce la actividad de algunos de los enzimas
de la ruta de la pentosa fosfato (que podrian desviar las hexosas de la glicolisis
y la produccién de citrato) y también inhibe el ciclo del dcido tricarboxilico,
y adem4s perjudica el metabolismo anabdlico en general, incluyendo el recam-
bio de las proteinas y los dcidos nucleicos. Durante estas deficiencias, se forma
una proteasa 4cida y la reserva intracelular de 4cidos nucleicos y proteinas dis-
minuye con la produccién concomitante de péptidos, aminodcidos y niveles ele-
vados de NHy . Por tanto, en conclusion, el principal efecto de la deficiencia
de manganeso es su impacto en el recambio proteico, haciendo que la concen-
tracién de iones amonio se incremente en tanto que contrarreste la inhibicion
de la fosfofructoquinasa por el citrato.
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Para la reoxidacién metabdlica del NADH durante la produccion de dcido
citrico se necesita oxigeno. Durante la acumulacion de citrato, un sistema respi-
ratorio alternativo sensible al acido salicilhidroxdmico (SHAM), mantiene ¢l sis-
tema respiratorio con la reoxidacién del NADH, aunque sin produccién conco-
mitante de ATP (Fig. 8.2). El hecho de que la acumulacion de dcido citrico esté
fuertemente inhibida por el SHAM indica la importancia de este sistema. La
respiracion sensible al SHAM depende de una tension elevada de oxigeno y el
sistema se inactiva por una corta interrupcién de la aireacion.

La produccién de dcido glucénico con A. niger estd catalizada por una glu-
cosa oxidasa extracelular, parcialmente unida al micelio, que se inactiva a pH
inferiores a 2,0. A pH superiores, se produce dcido glucdnico a partir de gluco-
sa mediante la accidn de A. niger. La glucosa induce este enzima a pH superio-
res a 4,0, lo que hace necesario mantener en las fermentaciones para la produc-
ciéon de citrato un pH inferior a 2,0.

En resumen, la produccién de citrato por A. niger se caracteriza por:

¥® Una actividad elevada de los enzimas glicoliticos y de la piruvato carbo-

xilasa inducida por los carbohidratos que conducen a la sintesis de citrato.

® Lainhibicién de un enzima del ciclo del 4cido tricarboxilico que podria
causar la descomposicién del citrato.

® La produccién mediada por una deficiencia de manganeso de una con-

centracion elevada de NH{ intracelular que contrarresta la inhibicion
de la fosfofructoquinasa por el citrato.

® Una tensién de oxigeno elevada y el suministro continuo de oxigeno pa-

ra mantener activa la respiracién sensible al SHAM para la reoxidacién
del NADH.

® Un pH bajo para inactivar la glucosa oxidasa.

SHAM

bl ofoiggpies i)
b4 R Y
s

Fig. 8.2. Cadena respiratoria habitual sensible a la antimicina y al cianuro y alternati-
va al sintema sensible al SHAM en los A. niger.
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FRODUCCION DE ACIDO GLUCONICO

El dcido D-glucénico, los gluconatos y la D-glucono-é-lactona son compues-
108 quimicos no téxicos que pueden producirse a partir de glucosa mediante oxi-
dacion electroquimica o catalitica o por fermentacién con A. niger o Glucono-
bacter suboxydans, aunque en la actualidad se prefiere la fermentacién. La p-
glucono-é-lactona se utiliza como un 4cido latente en las levaduras quimicas.
El gluconato de sodio se usa en presencia de hidréxido de sodio como agente
Secuestrante del calcio en los equipos de lavado de botellas, y del hierro en los
agentes desoxidantes alcalinos para los metales ferrosos; también se utiliza en
los adhesivos. El gluconato de calcio y el de hierro (II) se utilizan a nivel farma-
céutico en el tratamiento de deficiencias de calcio y de hierro.

Proceso de fermentacion del gluconato

El medio para la produccidn de gluconato de sodio con A. niger consiste
en glucosa a una concentracién inicial aproximada de 250g1™"', amoniaco, urea_
0 extracto de maiz como fuente de nitrégeno y otros nutrientes, El nivel inicial
de glucosa puede suplementarse afladiendo glucosa a la alimentacién hasta un
valor total de 600 g 1~ . Un nivel demasiado elevado de nitrégeno conduce al
crecimiento excesivo y a la disminucién del rendimiento de dcido. El pH se man-
tiene entre 6,0 y 7,0 mediante la adicion de NaOH hasta que se haya conseguido
un crecimiento y un nivel de glucosa oxidasa 6ptimos, momento en el cual se
puede permitir que el pH descienda hasta 3,5. La fermentacién tiene una.de-
manda elevada de oxigeno y la temperatura se controla entre 30y 33 °C. El ren-
dimiento de producto suele superar el 90 % del rendimiento tedrico. Las fer-
mentaciones industriales tipicas pueden producir gluconato de sodio a una ve-
locidad media de 10-13 g 17" h~ ! para un tiempo de operacién de 20-60 horas.
Sin embargo, como la cristalizacién del producto puede causar problemas, al
obtenerse concentraciones finales de gluconato de sodio de hasta 600 g1~ ", en
las fermentaciones mas prolongadas, suele elegirse un tiempo de fermentacion
mds corto.

En la produccién de gluconato de calcio se emplea carbonato de calcio para
neutralizar al dcido glucénico y mantener el pH del medio de fermentacién por_
encima de 3,5, Con objeto de impedir la precipitacién del gluconato de calcio,
la cantidad de carbonato de calcio anadida es de sélo aproximadamente los dos
tercios de la relacion estequiométrica, v el resto de la cantidad hasta completar
la neutralizacién se aiade al filtrado después de la fermentacién, recuperdndo-
se los cristales de gluconato de calcio formados.

~"El 4cido glucénico libre se prepara predominantemente a partir de glucona-
to de sodio mediante intercambio iénico. El dcido glucdnico en solucién acuosa
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estd en equilibrio con la glucono-é-lactona y la gluconu—vy-lactona’. con rclacu!-
nes que dependen de la concentracion y de la temperatura. Los cristales de zi‘c:-
do glucénico, glucono-é-lactona y glucono-y-lactona se separan c_le las snlucio-l
nes sobresaturadas entre 0 y 30 °C, entre 30 y 70 °C y por encima de 70 °C
respectivamente, lo que posibilita la recuperacion comercial de glucono-é-lactona.
El dcido gluconico se vende en forma de solucién acuosa al 50 %,

Bioquimica de la produccion de gluconato

La a-D-glucosa se convierte espontdneamente en §-D-glucosa, pero cuando
se utiliza A. niger la reaccion es acelerada por el enzima.mularrotasa. La ﬂ-[')~
glucosa se convierte en D-glucono-é-lactona bajo la accién de la glucosa oXi-
dasa del A. niger. La glucosa oxidasa, una flavoproteina, se rv:duce‘al quitar
dos hidrégenos a la glucosa y posteriormente la flavoproteina es reoxidada por
el oxigeno molecular, dando H:0; que es descnmpuesta_por la catalasa. Los
dos enzimas se encuentran dentro de los peroxisomas, evitando de esta forma
la toxicidad del H20; para las células durante la produ_ccién de gluconato. Co-
mo ya se ha mencionado, la glucosa oxidasa es ipduclda por la glucosa‘ a pH
superiores a 4,0 y es desnaturalizada a pH inferiores a 2,0. La conversion de
la B-D-glucosa a D-glucono-é-lactona por Gluconobacter suboxydans estd me-
diada por el enzima NADP glucosa deshidrogenasa. ; :

Como ya se ha dicho, la p-glucono-é-lactona y ¢l dcido D-glucdnico estdn
en equilibrio y la conversién en dcido glucénic:o tiene lugar a PH neutro. Esta
conversién espontdnea es menos eficaz a pH bajos, y se ve facn.llt'f\da en algunos
procesos basados en la utilizacién de A. niger por la medlat:lé.n de una D-
glucono-§-lactonasa. Como la acumulacién de glucono-é-lactona influye nega-
tivamente en la velocidad de oxidacién de la glucosa, estos procesos pard su
eliminacidn eficaz son importantes. Aunque existe una ruta catabdlica para el
dcido glucdnico formado, su descomposicion parece verse retardada por las con-
diciones del proceso de fabricacién industrial del giuconeeto, en particular por
el exceso de la concentracidn de glucosa y por el pH existente.

ACIDO [TACONICO

El 4cido itacénico es un intermedio valioso para la quimica d? los polimc:ros
debido a la presencia de dos grupos carboxilo y un grupo metileno. El dcido
itacénico se polimeriza consigo mismo dando ﬁn{cameme polimeros de peso
molecular bajo, y en consecuencia se comporta mejor en lc:s copolfm.eros. Tam-
bién se utiliza en la sintesis de pirrolidonas y como aditivo emulsionante de -

pinturas.
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El 4cido itaconico se produce mediante cultivo sumergico acr‘obio_dc As-
pergillus terreus en un medio que contiene melazas y sales 'amomacalcs_ O-ex:
tracto de maiz como fuentes de nitrégeno y carbono, :especuva:mente. El creci-
micnto 6ptimo del organismo se consigue a un pH comprendu:l_o cntre’ S
en tanto que a pH inferiores, de 3 a 4, se alcanza una prloducclén optima de
4cido itaconico. La concentracién inicial de azicares oscila entre 100 y 180 g
1~y el rendimiento del producto es del-55-66 % basado en el peso de carbohi-
drato. El tiempo de fermentacion es de unas 72 horas. Un?. mtermpmén,_mclu-
SO corta:'&e la aireacion puede detener de forma irreversible la producclén' de
acido itaconico. Este dcido se produce a partir del citrato_ por la via del aconita-
to (Fig. 8.3). El metabolismo de la hexosa a citrato es similar al de la produc-

cion de citrato con A. niger.

ACIDO LACTICO

Aproximadamente la mitad de la dem anda mundial de 4cido léctico selob-
tiene mediante fermentacion. Sus principales usos industriales son como acidu-

Piruvato
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Acetil CoA Oxalacetato

Citramalato Citralo
Succinil CaA

Isocitrato

Succinato
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\/

\ S A ———— Acido itatartdrico
taconil CoA — = Acido itacanico

Fig. 8.3. Ruta metabélica implicada en la produccién de dcido itacdnico.
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lante alimentario (50 % del mercado), y para la manufactura. de
estearoil-2-lactilato (20 %) asi como en la industria farmacéutica y en otray
aplicaciones.

El 4cido L-(+)-ldctico se obtiene por fermentacién anaerobia con Lactoba-
cillus delbruckii y cepas homofermentativas relacionadas, El medio contiene
aproximadamente un 15 % de sacarosa o dextrosa y nitrégeno en forma com-
pleja. El pH se controla en la regién de 5,0 a 6,5 mediante neutralizacion con
CaCOj o Ca(OH);,, la temperatura se mantiene entre 45 y 60 °C y el tiempo
de fermentacion es de 3 a 4 dfas, con lo que se obtiene un rendimiento en 4cido
lictico del 90 al 95 %, basado en el contenido inicial de azticar. El proceso de
fermentacién se basa en la conversién de hexosa en piruvato por la ruta de
Embden-Meyerhof-Parnas y su conversién en L-(+ )-lactato por el enzima 1-
lactato deshidrogenasa.

GLICEROL

El glicerol se produjo por fermentacién como material para la fabricacién
de explosivos durante las dos guerras mundiales.

El glicerol se forma en cantidades minisculas junto con el etanol en la fer-
mentacién alcohdlica con levaduras. Normalmente en la produccién de alco-
hol, el NADH + H* formado durante la glicolisis por conversién del
gliceraldehido-3-fosfato en dcido 1,3-difosfoglicérido, se reoxida al convertirse
¢l acetaldehido en etanol. Sin embargo, la adicidn de bisulfito de sodio da lugar
a la formacién de un complejo acetaldehido-sulfito y el NADH + H ' queda
disponible para la reduccién del intermedio de la ruta glicolitica, la dihidroxia-
cetona fosfato, a glicerol fosfato, que es desfosforilado a glicerol. Debido a que
también se forman otros subproductos, el rendimiento nunca es superior al 30 %
basado en el peso de carbohidrato, en 2-3 dias de fermentacion. En la Figura
8.4 se resume el proceso metabdlico.

ACETONA-BUTANOL

La acetona se emplea como solvente en la manufactura de lacas, resinas, cau-
chos, grasas y aceites y el butanol se utiliza en la produccién de lacas, rayon,
detergentes, liquido de frenos, aminas y como solvente general. Durante mu-
chos afios operd comercialmente con éxito un proceso de fermentacién acetona-
butanol, y la dltima industria dedicada a su produccién, propiedad de National
Chemical Products SA, cerrd hace pocos afios.
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Este proceso consiste en la fermentacién anaerobia de melazas, almidén 0
materiales brutos, con una concentracion de carbohidrato del 5 al 6,5 %, me-
diante cepas de Clostridium acetobutylicum, produciendo aproximadamente una
concentracion del 2 % de mezcla de solventes. La fermentacion se caracteriza
por proceder en tres fases. La primera fase, entre 12 y 14 h, consiste en el creci-
miento y produccién rdpidos de dcido acético y butirico, el descenso del pH
de 6,0 hasta 4,0 y la liberacién de CO; y H;. La segunda fase implica la conver-
sion de los dcidos en solventes con el incremento del CO; producido y la reduc-
cion de la acidez valorable. En la tercera fase, la produccién de gas y solventes
fiismin uye y las células se autolisan. Un avance posterior de esta fermentacion
intenta regular el metabolismo para producir predominantemente un solvente,
reducir el efecto toxico de los productos en la fisiologia celular e incrementar

la velocidad de produccién global y la eficacia en un esfuerzo por hacer este
proceso comercialmente viable.
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Fig. 84. Produccién de glicerol mediante una modificacién de la fermentacién del etanol
por las levaduras.
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ACIDO ACETICO

El mercado mundial anual del acetato es de unos 2,5 millones de Tm. Desde
1950 los métodos sintéticos han proporcionado la mayor parte del suministro
mundial de 4cido acético, pero, como el etileno es la principal materia prima
utilizada y su precio se ha incrementado de 6 centavos/Kg a 30 centavos/Kg
desde 1970 a 1980, han ido ganando en importancia distintas rutas de produc-
cidn alternativas, incluyendo los métodos biolégicos. Brasil produce dcido acé-
tico por conversién quimica de etanol, obtenido 1inicamente a partir de bioma-
sa. También fienen aplicacién potencial los métodos de fermentacién para la
produccién de acetato como materia prima quimica.

En el Capitulo 7 ya se ha descrito el proceso aerobio para la produccién de
vinagre. En las fermentaciones acidogénicas anaerobias se producen una gran
variedad de 4cidos grasos voldtiles. El 4cido acético constituye el componente
mayoritario de la mezcla, aunque también se producen cantidades significati-
vas de dcido propidnico y butirico. Los Clostridium butyricum producen una
mezcla de dcido acético y butirico a partir de glucosa. Los Clostridium thermo-
cellum y C. thermoaceticum fermentan la glucosa y la fructosa casi estequio-
métricamente a acetato. En la acidogénesis, es imperativo suprimir los metand-
genos, asociados frecuentemente con los formadores de 4cido en los cultivos
mixtos, ya que convertirian el d4cido en metano y CO,.

Aunque en el proceso aerobio pueden obtenerse concentraciones de acetato
més elevadas, el rendimiento tedrico en el proceso de acidogénesis anaerobio
es de 1,0 comparado con el 0,66 de aquel. Las dos moléculas de CO; producidas
durante la conversion de piruvato en acetil CoA se asimilan justificando la ter-
cera molécula de acetato formada a partir de glucosa (Fig. 8.5). Ademas, las
necesidades energéticas para el proceso anaerobio son menores y también es me-
nor el valor de los substratos, puesto que pueden emplearse desechos de destile-
ria y desechos de plantas de celulosa. En consecuencia, las fermentaciones ace-
togénicas anaerobias pueden llegar a ser el método de eleccién para la produc-
cidn de acetato destinado a la industria quimica.

2,3-BUTANODIOL

Aunque actualmente se dispone de rutas quimicas mas baratas para la ma-
nufactura de 2,3-butanodiol a partir del petréleo, las rutas alternativas por fer-
mentacién se consideran también potencialmente impotantes. Los microorga-
nismos Klebsiella oxytoca producen 2,3-butanodiol como metabolito mayorita-
rio a partir de xilosa asi como de glucosa y por tanto ofrecen una oportunidad
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Fig. 8.5. Buta metabdlica para la produccién de acetato por Clostridium
thermoaceticum.

para la conversion microbiana de substratos de bajo valor, derivados de hidroli-
zados de madera, en este producto, Los Bacillus polymyxa también utilizan las
pentosas y las hexosas para producir 2,3-butanodiol y etanol en iguales
cantidades.

Aungue el 2,3-butanodiol es un producto del metabolismo anaerobio, se ne-
cesita un suministro de oxigeno controlado y limitado para incrementar la den-
sidad celular. Entre los productos de fermentacién excretados por K. oxytoca,
ademas del 2,3-butanodiol, se incluyen la acetofna, el etanol y el acetato, y la
velocidad de alimentacién de oxigeno puede controlar las proporciones de los
diversos metabolitos producidos. En ausencia de oxigeno se producen cantida-
des equimoleculares de etanol y 2,3-butanodiol. El suministro limitado de oxi-
geno inhibe la produccién de etanol y maximiza la de 2,3-butanodiol. Un incre-
mento posterior en la cantidad de oxigeno suministrada cambia totalmente el
metabolismo, pasando de la fermentacién a la respiracion, y convirtiendo total-
mente el substrato en masa celular y CO;. En consecuencia, la variable mas im-
portante que influye en la velocidad de produccién y en el rendimiento de
2,3-butanodiol es la disponibilidad de oxigeno.
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El rendimiento teérico maximo de 2,3-butanodiol producido a partir de la
glucosa es de 0,5 y el rendimiento real es de alrededor del 80-90 Yo del tedrico.
Entre las desventajas del empleo de K. oxytoca se incluyen su baja tolerancia
osmdtica y los problemas de inhibicién por el substrato y por el producto. En
diversas condiciones de fermentacion experimentales continuas y discontinuas,
se han obtenido concentraciones finales de 2,3-butanodiol de 30 a 99 g1~ ' con
productividades que oscilan entre 0,9 y 3,0 g1 " 'h~ L

La produccién de 2,3-butanodiol a partir de hexosas y pentosas se basa en
la formacién de dcido pirtivico como intermedio metabélico clave. Después, dos
moléculas de piruvato se condensan formando acetolato, que una decarboxila-
sa transforma en acetoina, y que a su vez puede oxidarse a 2,3-butanodiona (dia-
cetilo) o reducirse enzimdticamente a 2,3-butanodiol por la acetoina reductasa.

Acido giberélico

Las giberelinas son una de las cinco clases conocidas de fitohormonas. En-
tre la gran familia de las giberelinas, el acido giberélico (Fig. 8.6), utilizado para
acelerar la produccion de malta, es el compuesto comercialmente mas impor-
tante, y se obtiene por cultivo de Fusarium monoliforme, estado imperfecto de
los hongos Gibberella fujikuroi. Inicialmente se utilizaron procesos de cultivo
en superficie, que producian rendimientos de 40 a 60 mg/l de dcido giberélico
en una fermentacion que se prolongaba de 2 a 3 semanas. Actualmente las fer-
mentaciones comerciales se llevan a cabo en cultivos sumergidos, y se obtienen
unos rendimientos de 1,2 g/l de 4cido giberélico en unos 6 dias. En el medio
de fermentacién deben darse dos condiciones importantes, un bajo contenido
de nitrogeno y una mezcla de fuentes de carbono. El proceso de fermentacién
se caracteriza por seis etapas fisiolégicamente distintas (Fig. 8.7): (1) fase de la-
tencia, (2) fase de crecimiento sin limitacién de nitrégeno con baja produccién
de giberelina, (3) limitacién de la glicina, velocidad de crecimiento celular baja
y baja produccién de giberelina, (4) agotamiento de la glicina, catabolismo de
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CH; COOH » Fig. 8.6. Acido giberélico.
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Fig. 8.7. Proceso de fermentacién discontinua limitado por la glicina para la produc-
¢ién de giberelina por Gibberella fujikuroi (reproducida con permiso de Bu'Lock ef al.,
1974).

la glucosa residual, velocidad de formacion de giberelina alta, (5) agotamiento
de la glucosa, menor acumulacion de giberelina, (6) lisis celular e incremento
del pH.

Biopolimeros

En esta seccidn se va a considerar la produccién de dos tipos de biopolime-
ros, los polisacdridos microbianos y el poli-g-hidroxibutirato.

POLISACARIDOS MICROBIANCS

Tradicionalmente, los polisacdridos industriales se obtenian a partir de plantas
y algas marinas. Los polisacdricos microbianos son una alternativa viable para
substituir algunos de los productos derivados de las plantas o de las algas pero
también para utilizarlas en un amplio rango de nuevas aplicaciones industria-
les. La ingenieria genética de algunos de estos organismos productores y/o la
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regulacion de las condiciones medioambientales en las que se lleva a cabo la
fermentacion brindan la posibilidad de manipulacién de las propiedades y ¢a-
racteristicas del producto, ampliando por tanto la diversidad de biopolimeros
disponibles.

La goma xantano es el inico polisacdrido microbiano obtenido por la fer-
mentacién que representa una parte significativa del mercado mundial. Su uni-
dad repetitiva bdsica consiste en un pentasacdrido que contiene glucosa, mano-
sa, dcido glucurdnico, acetato y piruvato. Esta goma tiene una viscosidad eleva-
da a concentraciones bajas, que es estable en un amplio rango de pH y es inde-
pendiente de la temperatura y de la presencia de cationes, En solucién acuosa
y combinada con polisacaridos de las plantas forma geles estables, por lo que
se utiliza como estabilizante de suspensiones y para controlar la viscosidad. De-
bido a sus propiedades pseudopldsticas, combinadas con su estabilidad frente
a la temperatura y a los cationes, se emplea como lubricante. También se utiliza
junto con surfactantes e hidrocarburos para mejorar la recuperacidn de aceites.

Los alginatos se obtienen a partir de algas marinas, aunque como esta fuen-
te estd sujeta a una gran variabilidad, se ha considerado interesante a nivel in-
dustrial el substituirlos por polisacdridos similares obtenidos por fermentacion,
por ejemplo el polisacérido de Azotobacter vinelandii. Entre otros polisacdri-
dos microbianos de interés comercial se incluyen el pululano, producido por
Aureobasidium pullulans, el seleroglucano, producido por especies de Selfero-
tium y el gelano, producido por Pseudomonas elodea.

Los procesos destinados a la produccién de exopolisacdridos microbianos
se caracterizan por la elevada viscosidad del medio de fermentacion, las bajas
concentraciones de producto obtenidas y los cambios conformacionales del po-
limero ocurridos durante la fermentacién. El control de los constituyentes del
medio asi como de otros pardmetros de la fermentacién es critico para conse-
guir las velocidades de sintesis deseadas. Los estudios limitados realizados indi-
can que la modificacién del exopolisacdrido mediante manipulacién del medio
de cultivo parece influir en el grado de polimerizacién mas que en la estructura
real y en la composicién de la unidad repetitiva.

En el caso de la produccion de goma xantano, el contenido de piruvato co-
mo substituyente se puede hacer variar del 0 al 75 % mediante una seleccion
adecuada de la cepa y el medio, lo que puede influir en las propiedades reoldgi-
cas del polimero, cuando la concentracién del polimero cambia o cuando se al-
teran la fuerza idnica o la temperatura del medio. Algunos medios de crecimiento
para la produccién de xantano dan lugar a la formacién de mutantes que no
producen polisdridos, aunque esto puede evitarse mediante una eleccion ade-
cuada del medio limitando la cantidad de nutriente para el crecimiento. En ge-
neral, en la produccién de polisacdridos microbianos cargados debe controlarse
el pH; por ejemplo, el pH éptimo para la produccién de xantano es de 7,0 ce-
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sundo el crecimiento y la formacion de producto a un pH de 5,5, A lo largo
de la fermentacién, las propiedades del caldo cambian, pasando de ser un flui-
do newtoniano con viscosidad baja a ser un fluido no newtoniano con viscosi-
dad alta, a medida que la concentracién de exopolisacdrido aumenta, Estos cam-
bios influyen profundamente en el mezclado y en la transferencia de masa y
calor en la fermentacion, por lo que el disefio y las condiciones de operacién
del fermentador deben optimizarse ajustdndose a estas condiciones reoldgicas.
La concentracién final de xantano en los caldos de los fermentadores es de unos
50 g. 1" y los rendimientos, basados en la glucosa consumida, son del 50 al 60 %.

La mayoria de las sintesis de exopolisacdridos bacterianos se producen in-
tracelularmente, mediante la via de los azicares, activados con un nucleétido.
Los azucares se transfieren desde el nucledtido a un lipido transportador, acti-
vado por transferencia inicial de un aztcar fosfato, dando lugar a la formacion
de la unidad repetitiva de azicar. El método exacto de elongacién de la cadena
y de extension del polisacdrido es desconocido.

POLI-3-HIDROXIBUTIRATO (PHB)

La principal aplicacién potencial del poli-g-hidroxibutirato (PHB) es como
substituto de los plésticos en casos en los que sus propiedades de biodegradabi-
lidad representen una ventaja, La capacidad de las bacterias para reoxidar el
NADH llega a ser limitante a concentraciones bajas de oxigeno, y entonces la
reoxidacion da lugar a productos como el PHB, el etanol o el butanol. De esta
forma el PHB es acumulado como material de reserva por una amplia variedad
de bacterias entre ellas Alcaligenes eutrophus, que puede llegar a almacenar el
70-80 % de su biomasa como PHB.

En el PHB la unidad repetitiva o monémero, el §-hidroxibutirato, se sinteti-
za a partir de dos unidades de acetil CoA; el peso molecular ideal del polimero
oscila entre 200.000 y 300.000. La sintesis de PHB, ademds de estar influida por
la concentracién de oxigeno, se ve favorecida por la limitacién del nitrégeno
o el fésforo. El proceso de fermentacion para la produccion comercial de PHB
deberia consistir probablemente en dos etapas, una de crecimiento, sin limita-
cion de oxigeno o substrato, que acumule concentraciones altas de biomasa, y
otra de formaci6n de producto en condiciones ptimas de limitacién de nutrien-
tes. Aunque la glucosa es utilizada comitinmente como substrato por los A.
eutrophus, comercialmente seria deseable la posibilidad de utilizar substratos
mds baratos que redujesen de forma significativa los costos de produccién.
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Bioinsecticidas

Las principales reservas relacionadas con el empleo de insecticidas quimicos
se deben a: (a) su falta de especificidad y la posibilidad de que también puedan
matar a insectos distintos a los deseados, (b) el potencial desarrollo de organis-
mos blanco resistentes al insecticida y (c) en algunos casos su persistencia inde-
seable en el medio ambiente. El control microbiano de los insectos se basa en
el empleo de esporas de células vegetativas de microorganismos patégenos para
estos animales, ya que se conocen unas 400 especies de hongos y mas de 90 ti-
pos de bacterias que atacan a los insectos y dcaros.

Los productos de fermentacion producidos por algunas variedades de Baci-
Ilus thuringiensis, utilizados para controlar orugas, mosquitos y moscas negras,
estdn en la actualidad ampliamente establecidos y representan aproximadamente
€l 90 % del mercado total de los bioinsecticidas. Las células esporuladas de B.
thuringiensis contienen una proteina cristalina de peso molecular elevado de-
nominada delta-endotoxina, toxica para las larvas de los lepiddpteros. Este ma-
terial es digerido por las proteasas en el medio intestinal alcalino de las orugas,
produciéndose subunidades toxicas que parecen causar la desintegracién de las
células epiteliales de la superficie del intestino, dando lugar a la pardlisis y muerte
del insecto. B. thuringiensis también producen una segunda toxina, la f-exotoxina
o turingiensina, toxica para las moscas caseras. Existen muchas subespecies, aun-
que las Kurstaki no contienen S-exotoxina. Las toxinas de B. thuringiensis var.
israelensis son relativamente especificas frente a las larvas de los dipteros acud-
ticos, por ejemplo los mosquitos. Los Bacillus sphaericus, que también produ-
cen un insecticida potencialmente 1til para el control de los mosquitos, y los
Bacillus popilliae, patégenos del escarabajo japonés, tienen un potencial comer-
cial significativo, dado que las dificultades de produccién in vitro mediante fer-
mentacién parecen haber sido superadas.

Los Bacillus thuringiensis se producen por cultivo sumergido aerobio en un
medio complejo barato, que contiene ingredientes como la harina de soja, al-
midén de maiz, extracto de maiz, melazas, extracto de levaduras y caseina hi-
drolizada. Las condiciones de fermentacion se han optimizado para conseguir
velocidades de crecimiento bacteriano y rendimientos celulares elevados, asi co-
mo una eficaz esporulacién con la consiguiente produccién de la toxina crista-
lizada.

Los hongos infectan generalmente a los insectos a través de la cuticula, y
su invasién depende de la produccién de quitinasas, proteasas y lipasas. Los prin-
cipales hongos entomopatogénicos son los Deuteromycotina entre los que se in-
cluyen Beauveria bassiana y Metarrhizium anisopliae (patogenos generales), Ver-
ticillium lecanii (un patégeno de la mosca blanca y de los 4fidos), e Hirsutella
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thompsonii (un patégeno de los dcaros eridéfidos). Ante todo, estas especies tie-
nen interés porque crecen in vitro. En algunos hongos, los conidios son los agentes
responsables de la infeccidn y con frecuencia se necesitan técnicas de cultivo
solido o semisdlido. Sin embargo, en el caso de B bassiana y H. thompsonii,
la formacion de conidios y la produccién de esporas infectivas se consigue en
cultivos sumergidos. Diversas especies, como V. lecanii, adoptan una morfolo-
gla similar a la de las levaduras en los cutivos sumergidos y forman elementos
embrionarios o blastoesporas. La produccién de blastoesporas no se ha utiliza-
do mucho a nivel comercial, puesto que éstas tienden a ser inestables y su capa-
cidad infectiva es baja. Si estos problemas pudieran resolverse en los procesos
de fermentacién sumergidos, podrian ser los métodos més eficaces de produc-
cién de entomopatdgenos fiingicos. En muchos casos las exigencias nutritivas
de los hongos patOgenos para los insectos son complejas y poco conocidas, por
lo que existe aqui un amplio campo de investigacion que puede conducir a la
optimizacién de las condiciones del cultivo para la produccién de insecticidas
flingicos.

Los virus de los insectos pueden producirse mediante técnicas de fermenta-
cidn por infeccidn viral de células de insectos susceptibles de mantenerse en cul-
tivos celulares. Actualmente han sido establecidas muchas lineas celulares de
insectos, especialmente de los lepidépteros y de los dipteros, empledndose una
gran variedad de técnicas para optimizar el crecimiento celular y la replicacién
viral en estos cultivos celulares. Los problemas téenicos asociados con los culti-
vos celulares a gran escala y los altos costos del medio de cultivo son comtn-
mente los principales problemas para el desarrollo de los procesos de fermenta-
cion comercialmente viables para la produccidon de insecticidas virales.

Capitulo 9

Aditivos alimentarios

En este capitulo se van a tratar los procesos de fermentacién empleados en
la produccidn de algunos aditivos alimentarios, aminodcidos, nucledtidos, vita-
minas, grasas y aceites. La distincion entre aditivos alimentarios y compuestos
quimicos industriales no es tan clara, y los procesos de produccién de algunos
compuestos quimicos, como el dcido citrico y los polisacdridos microbianos,
que tienen también otros usos ademds de como aditivos alimentarios, ya han
sido descritos en el Capitulo 8. Las proteinas de organismos unicelulares y el
vinagre (Capitulo 7) y muchos enzimas (Capitulo 11) también pueden ser consi-
derados como aditivos alimentarios. Asimismo, algunos de los aditivos alimen-
tarios discutidos en este capitulo tienen otras aplicaciones; por ejemplo, el 4ci-
do glutamico se emplea como material de partida para la sintesis de productos
quimicos como el N-acetilglutamato, un surfactante biodegradable, y el dcido
oxopirrolidincarboxilico, un agente humectante natural. De la misma forma, el
dcido y-linolénico se emplea como precursor de las prostaglandinas.

Aminodcidos

Los aminodcidos se producen mediante un amplio rango de tecnologias que
incluyen la fermentacién directa, la biotransformacién de precursores mediante
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celulas o enzimas, la extraccion de hidrolizados de proteinas y la sintesis quimi-
¢l vy se utilizan como nutrientes y saborizantes tanto en los alimentos como
en los piensos. La Tabla 9.1 muestra la demanda anual, los métodos de produc-
cion y las aplicaciones de los aminodcidos en la industria alimentaria. Los ami-
noieidos importantes con aplicaciones distintas a la alimentacién incluyen la
| -arginina, L-glutamina, L-histidina, L-leucina, 1-fenilalanina, L-tiroxina y L-
valina,

Aungque se hayan desarrollado procesos de fermentacién o biotransforma-
¢idn para la produccion de todos los aminodcidos excepto la glicina, la L-cisteina
y la L-cistina, no todos ellos son viables comercialmente. La L-asparragina, la
I.-leucina, la L-tiroxina, la L-cisteina y la L-cistina se obtienen por purificacion
de hidrolizados proteicos. La sintesis quimica es mds econémica para la pro-
duccién de mezclas racémicas de D- y L-isdmeros Gpticamente inactivos, pro-
duciéndose de esta forma DL-alanina, D,L-metionina, DL-triptéfano y glicina.
Para resolver estas mezclas racémicas pueden emplearse procesos basados en
enzimas como los amino acilasa (véase Capitulo 11).

Las cepas microbianas de los géneros Corynebacterium y Brevibacterium han
adquirido gran importancia en la produccién de aminodcidos por fermentacion.
Algunas cepas naturales aisladas pueden excretar grandes cantidades de 4cido
glutdmico. A causa de mecanismos metabdlicos reguladores de la célula, parti-
cularmente la represién e inhibicidn por los productos finales, las células «sal-
vajes» rara vez excretan niveles substanciales de aminoécidos, por lo que la pro-
duccién de aminodcidos en cantidades comerciales ha dependido del éxito ob-
tenido en el desarrollo de mutantes desreguladores. Los dos métodos mds im-
portantes se basan en el uso de mutantes auxotréficos y reguladores o en una
combinacién de los dos. Los mutantes auxotréficos, que carecen del enzima ne-
cesario para formar el metabolito efector regulador (frecuentemente el produc-
to final), pueden acumularse y excretar el intermedio metabélico que es el subs-
trato para el enzima eliminado. Por ejemplo, un organismo lisinaauxétrofo ca-
rece de un enzima de la ruta necesaria para la sintesis de lisina y para crecer
necesita lisina o un precursor metabdlico que pueda convertirse en lisina. La
inhibicién por el producto final por el aminodcido proveniente de una ruta bio-
sintética no ramificada puede impedirse con el desarrollo de mutantes regula-
dores, que tengan un enzima clave alterado insensible, permitiendo asi la acu-
mulacién de dicho aminodcido en particular. En los métodos de andlisis para
la seleccién de mutantes reguladores o andlogo-resistentes pueden utilizarse ana-
logos del producto final, que también son capaces de inhibir al enzima clave
sensible. Los revertantes pueden seleccionarse a partir de mutantes auxotréficos
(aparentemente carentes del enzima regulador clave) que producen un enzima
desregulado modificado. La Tabla 9.2 muestma los datos genéticos de mutantes
de Brevibacterium spp y Corynebacterium spp y algunos de los rendimientos
publicados de aminodcidos producidos en exceso a partir de glucosa.
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PRODUCCION DE ACIDO GLUTAMICO

Las propiedades como potenciador del sabor del glutamato de sodio fueron
descubiertas en Jap6n a comienzos del siglo veinte. En la actualidad existe un
proceso de fermentacion con Corynebacterium glutamicum que suministra una
produccion mundial anual de unas 400.000 Tm aproximadamente de este
producto.

En general, para la produccién comercial de dcido glutdmico se utilizan me-
lazas o almiddn hidrolizado y C. glutamicum o cepas relacionadas, siendo esen-
cial en el proceso el suministro abundante de una fuente adecuada de nitroge-
no, tal como las sales amoénicas, puesto que el NHj se incorpora a la molécula
del aminodcido. Las bacterias acidoglutdmicas también pueden utilizar urea como
fuente de nitrégeno. La concentracién de los iones amonio debe mantenerse a
un nivel bajo en el medio puesto que las concentraciones altas son perjudiciales
para el crecimiento celular y la formacién de producto. El pH tiende a dismi-
nuir debido a la excrecién de glutamato por las células y a la asimilacion del
ion amonio, por lo que se afiade amoniaco gaseoso con objeto de controlar si-
multdneamente el nivel de nitrégeno del medio y mantener un pH de fermenta-
cién Optimo entre 7,0 y 8,0. La biosintesis del glutamato es un proceso aerobio
que necesita el aporte de oxigeno durante toda la fermentacion.

Las bacterias acidoglutdmicas necesitan biotina para crecer y la acumula-
cién del aminodcido es médxima a una concentracién de biotina critica de 0,5
pe/g de células (secas), que es subéptima para un crecimiento méaximo. El exce-
so de biotina, aunque hace que el crecimiento sea mayor, perjudica en cambio
la acumulacién de glutamato. Durante el crecimiento la adicion de 4cidos gra-
sos saturados de 16 y 18 dtomos de carbono permite también la acumulacién
de glutamato incluso en presencia de concentraciones elevadas de biotina, debi-
do a que la acumulacion del aminodcido est4 controlada principalmente por
su velocidad de excrecién més que por su velocidad de biosintesis. La biotina
es un cofactor de la acetil CoA carboxilasa, primer enzima en la ruta biosintéti-
ca del 4cido oleico (C,g,, insaturado) y su posterior incorporacién a los fosfo-
lfpidos. Los 4cidos grasos saturados de 16 y 18 dtomos de carbono inhiben la
acetil CoA carboxilasa. Los fosfolipidos regulan la permeabilidad de la célula
al glutamato y las concentraciones sub6ptimas de biotina o los 4cidos grasos
saturados de 16 6 18 dtomos de carbono actiian disminuyendo la concentracion
de fosfolipidos en la célula, y por tanto aumentan la permeabilidad de la célula
al glutamato.

Incluso con un exceso de biotina, las bacterias acidoglutdmico, que crecen
en presencia de penicilina, pueden acumular grandes cantidades de glutamato.
La penicilina inhibe la sintesis de las paredes bacterianas y la acumulacién in-
tensificada de glutamato se cree que se debe a que las células se hinchan y las



Tabla 9.1. Produccién anual de aminodcidos con aplicaciones alimentarias

Meétodos de produccion

Produc- N
cidn Fermen- Biotransforma-  Extraccion de Pnfmga!es
anual tacion cion enzimas/ hidrolizados Sintesis aphcyaones
Aminodcidos (Tim) directa células proteicos quimica en alimentos =
L-Alanina 50 + Potenciador del sabor é
pL-Alanina 200 + Potenciador del sabor e!
L-Aspartato 1 000 - Potenciador del sabor s
L-Cisteina 200 + Antioxidante en panaderia g
1-Glutamato 400000 + + Potenciador del sabor e
Glicina 6 000 - Edulcorante >
L-Lisina 40000 - Aditivo alimentario =
p,L-Metionina 70000 + Aditivo alimentario -5:
L-Treonina 100 - - Aditivo alimentario E
3
s
: |
c
z
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Tabla 9.2. Caracteristicas genéticas de algunas cepas productoras de aminodcidos de Brevibacterium flavun y Corynebac-
terium glutamicum
Cepa microbiana Aminodcido Caracteristicas genéticas Rendimiento (gl~')
Brembacterium flavum L-Arginina Gua 'TA' 35
L-Histidina TA'SMEth"ABT" 10
L-Isoleucina AHV'OMT" 15
L-Lisina AECT 57
L-Prolina Ile” SG*DHP" 2
L-Treonina Met™ AHVF 18 >
Corynebacterium glutamicum L-Glutamato Tipo silvestre > 100 =
L-Glutamina Tipo silvestre 10 2 |
1-Lisina Hom Leu™ AECS 39 é |
L-Fenilalanina Tyr PFP'PAP” 9
L-Triptéfano Phe™Tyr SMT TrpHx'6F 1" -
AMTPFPPAP TyrHx"PheHx" 12 -
L-Tirosina Phe PFP'PAPPAT TyrHx' 18 g
Abreviaturas: 1, resistente; ABT, 2-aminobenzotiazol; AEC, S-(8-aminoetil)-L-cisteina; AHV, dcido e-amino-g-hidroxivalérico; DHP, 3 4-deshidroprolina; E |
Eth: etionina; 6FT, 6-fluorotriptéfano; 4MT, 4-metiltriptéfano; SMT, S-metiltriptéfano, OMT, O-metiltreonina, PAP, p-aminofenilalanina; Phelx, g |

fenilalanina hidroxamato; SG, sulfaguanidina; TA, 2-tiazolalanina; TyrHx, tirosina hidroxamato; TyrHx, triptéfano hidroxamato.
Abreviaturas auxdtrofas; — auxdtrofas; lle, isoleucina; Met, metionina; Hom, homoserina; Leu, leucina; Phe, fenilalanina; Tyr, tirosina; Gua, guanina.

LH1
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paredes se debilitan, dafiando la barrera de permeabilidad de la membrana
celular.

En condiciones 6ptimas para la produccién de glutamato a partir de hexo-
sa, predomina la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas, que dirije los precursores
del carbono hacia el ciclo del dcido tricarboxilico. El NADHP + H™ formado
en la decarboxilacion oxidativa del isocitrato a a-cetoglutarato suministra el co-
factor reducido, que, junto con el NHi, se necesita para la conversion de a-
cetoglutarato a glutamato por la accion de la glutamato deshidrogenasa. Las
cepas productoras de dcido glutdmico comercial carecen del enzima «-
cetoglutarato deshidrogenasa del ciclo del dcido tricarboxilico ¥ por consiguiente,
en ausencia de iones NHi aunque con suficiente oxigeno, el dcido a-cetoglutdrico
se acumula. Los compuestos intermedios del ciclo de Krebs, necesarios para el
aprovisionamiento del oxalacetato que interviene en la reaccién de condensa-
cién de la citrato sintetasa y otras reacciones celulares, provienen de reacciones
anaplerdticas eficaces. La fosfoenolpiruvato carboxilasa juega un papel impor-
tante en la carboxilacién del fosfoenolpiruvato para formar oxalacetato. Por otra
parte, los compuestos intermedios del ciclo de Krebs pueden provenir del ciclo
del glicoxilato (véase Capitulo 2). Estequiométricamente a partir de 1,4 moles
de glucosa se obtiene 1 mol de glutamato mediante el ciclo del glioxilato, mien-
tras que la ruta que implica la fijacién del diéxido de carbono bajo la accién
de la fosfoenolpiruvato carboxilasa es mas eficaz y produce 2 moles de gluta-
mato por mol de glucosa. Con objeto de incrementar la eficacia de la conver-
sién se han introducido algunos mutantes que tienen niveles bajos del enzima
isocitrato liasa del ciclo del glioxilato. En la Figura 9.1 se muestra la via meta-
bolica seguida para la produccién de glutamato a partir de glucosa.

PRODUCCION DE LISINA

La lisina, un aminodcido esencial en la nutricién del hombre y los animales,
y su deficiencia en los cereales, ha hecho que el mercado mundial anual de ésta
supere las 40.000 Tm. El aminodcido se produce fundamentalmente por fermen-
tacién directa con un mutante auxotréfico de Corynebacterium glutamicum. Re-
cientemente se ha comercializado un segundo proceso de fermentacién, basado
en un mutante regulador de Brevibacterium flavum, asi como un proceso de
biotransformacién basado en la conversién de la a-aminocaprolactama sinteti-
zada quimicamente en L-lisina.

En la Figura 9.2 se muestra la ruta seguida para la biosintesis de lisina por
C. glutamicum y B. flavum. El primer enzima, la aspartoquinasa, estd regulado
por un proceso de retroinhibicidn concertado por la L-treonina y la L-lisina. La
L-treonina causa la retroinhibicién de la homoserina deshidrogenasa en tanto
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Fig. 9.1. Ruta metabdlica para la produccién de 4cido glutdmico a partir de glucosa.

que la L-metionina inhibe la sintesis de este enzima. Por tanto, un homoseri-
nauxétrofo o un treoninmetioninauxétrofo de C. glutamicum disminuyen la con-
centracion intracelular de la treonina y reducen su marcado efecto retroinhibi-
torio sobre la aspartoquinasa y favorecen la produccién de lisina. La S-
(2-aminoetil)-L-cisteina (SAEC), un andlogo de la lisina, que se comporta co-
mo un falso retroinhibidor de la aspartoquinasa, inhibe el crecimiento de B fla-
yum. Algunos mutantes, capaces de crecer en presencia de SAEC y L-treonina
y que se considera que contienen aspartoquinasa, desensibilizados frente a la
retroinhibicién concertada, son potentes productores de L-lisina. Combinando
mutantes auxotroficos y reguladores, resistentes al SAEC y que necesitan ho-
moserina o treonina y metionina para crecer, se obtiene una sobreproduccion
de lisina.

La biosintesis del aspartato para la produccién de lisina parte del oxalaceta-
to proveniente del ciclo de Krebs. La reaccion anaplerdtica predominante se cree
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wiredes se debilitan, dafando la barrera de permeabilidad de la membrana
elular,

I'n condiciones optimas para la produccion de glutamato a partir de hexo-
u, predomina la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas, que dirije los precursores
lel carbono hacia el ciclo del acido tricarboxilico. El NADHP + H* formado
m la decarboxilacion oxidativa del isocitrato a a-cetoglutarato suministra el co-
actor reducido, que, junto con el NHi, se necesita para la conversion de «-
wtoglutarato a glutamato por la accién de la glutamato deshidrogenasa. Las
wpas productoras de dcido glutdmico comercial carecen del enzima -
etoglutarato deshidrogenasa del ciclo del 4cido tricarboxilico y por consiguiente,
a1 ausencia de iones NHs aunque con suficiente oxigeno, el dcido a-cetoglutdrico
¢ acumula. Los compuestos intermedios del ciclo de Krebs, necesarios para el
iprovisionamiento del oxalacetato que interviene en la reaccién de condensa-
116n de la citrato sintetasa y otras reacciones celulares, provienen de reacciones
inaplerdticas eficaces. La fosfoenolpiruvato carboxilasa juega un papel impor-
ante en la carboxilacion del fosfoenolpiruvato para formar oxalacetato. Por otra
sirte, los compuestos intermedios del ciclo de Krebs pueden provenir del ciclo
lel glicoxilato (véase Capitulo 2). Estequiométricamente a partir de 1,4 moles
le glucosa se obtiene 1 mol de glutamato mediante el ciclo del glioxilato, mien-
ris qque la ruta que implica la fijacidn del diéxido de carbono bajo la accion
le la fosfoenolpiruvato carboxilasa es mds eficaz y produce 2 moles de gluta-
nato por mol de glucosa. Con objeto de incrementar la eficacia de la conver-
iidn se han introducido algunos mutantes que tienen niveles bajos del enzima
socitrato liasa del ciclo del glioxilato. En la Figura 9.1 se muestra la via meta-
a0lica seguida para la produccién de glutamato a partir de glucosa.

"RODUCCION DE LISINA

La lisina, un aminodcido esencial en la nutricién del hombre y los animales,
¢ su deficiencia en los cereales, ha hecho que el mercado mundial anual de ésta
supere las 40.000 Tm. El aminoécido se produce fundamentalmente por fermen-
acidn directa con un mutante auxotréfico de Corynebacterium glutamicum. Re-
slentemente se ha comercializado un segundo proceso de fermentacién, basado
sn un mutante regulador de Brevibacterium flavum, as{ como un proceso de
siotransformacién basado en la conversién de la a-aminocaprolactama sinteti-
rada quimicamente en L-lisina.

En la Figura 9.2 se muestra la ruta seguida para la biosintesis de lisina por
(. glutamicum y B. flavum. El primer enzima, la aspartoquinasa, estd regulado
por un proceso de retroinhibicién concertado por la L-treonina y la L-lisina. La
| -treonina causa la retroinhibicién de la homoserina deshidrogenasa en tanto
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Fig. 9.1. Ruta metabdlica para la produccién de 4cido glutdmico a partir de glucosa.

que la 1-metionina inhibe la sintesis de este enzima. Por tanto, un homoseri-
nauxétrofo o un treoninmetioninauxétrofo de C. glutamicum disminuyen la con-
centracion intracelular de la treonina y reducen su marcado efecto retroinhibi-
torio sobre la aspartoquinasa y favorecen la produccién de lisina. La S-
(2-aminoetil)-L-cisteina (SAEC), un andlogo de la lisina, que se comporta co-
mo un falso retroinhibidor de la aspartoquinasa, inhibe el crecimiento de B. fla-
vum. Algunos mutantes, capaces de crecer en presencia de SAEC y L-treonina
y que se considera que contienen aspartoquinasa, desensibilizados frente a la
retroinhibicién concertada, son potentes productores de L-lisina. Combinando
mutantes auxotroficos y reguladores, resistentes al SAEC y que necesitan ho-
moserina o treonina y metionina para crecer, se obtiene una sobreproduccion
de lisina,

La biosintesis del aspartato para la produccién de lisina parte del oxalaceta-
to proveniente del ciclo de Krebs. La reaccidn anaplerdtica predominante se cree
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Fig. 9.2. Ruta metabdlica para la biosintesis de lisina con Corynebacterium glutami-
cum y Brevibacterium flavum. M, inhibicién; A represion.
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Fig, 9.3. Evolucién con el tiempo de la fermentacién de la lisina (reproducido con per-

miso de Nakayama, 1985).
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que es el sistema de carboxilacion del fosfoenolpiruvato en vez del ciclo del glio-
xilato. La incorporacion de biotina en exceso en el medio inhibe la sobrepro-
duccidn indeseable de glutamato.

En la Figura 9.3 se muestra un ejemplo de un proceso de fermentacién para
la produccién de lisina por un homoserinauxotrofo.

La p1-a-aminocaprolactama, sintetizada quimicamente a partir de ciclohe-
xano, es la materia prima para la produccion de L-lisina por biotransformacion,
Las células secas con acetona de Cryptococcus laurentii, que contienen el enzi-
ma L-a-aminocaprolactama hidrolasa, convierten la L-aminocaprolactama en
L-lisina, en tanto que las células secas con acetona de Achromobacter obae con-
tienen una racemasa que convierte la D-a-aminocaprolactama a la forma L (Fig.
9.4).

Nucledsidos

Los efectos potenciadores del sabor del katsubushi, utilizado en Japon, se
deben a la sal de la histidina del 5'-inosinmonofosfato (IMP). El 5'-
guanosinmonofosfato (GMP) también es un potente potenciador del sabor, exis-
tiendo sinergismo entre las propiedades como potenciadores del IMP y del GMP.
Estos productos se obtienen comercialmente en Japén mediante hidrdlisis enzi-
matica del RNA de levaduras y por fermentacion directa.

La produccidn de IMP por fermentacién se basa en la obtencién microbia-
na de inosina, que es fosforilada quimicamente a IMP, o en la fermentacién
directa. La membrana de una célula normal es permeable a la inosina pero no
al IMP.

En la Figura 9.5 se muestra la ruta seguida para la produccién de nucledti-
dos purina por Bacillus subtilis. En esta secuencia de reacciones metabdlicas,

vlisina
pL-a-aminocaprolactama - +
L-x-aminocaprolactama .
hidrolasa (C. laurentii) p-e-aminocaprolactama

Racemasa (A. obae)
Fig. 9.4. Conversién de la D,L-a-aminocaprolactama a L-lisina por biotransformacidn.
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Fig. 9.5. Biosintesis de IMP, GMP y AMP en B. subtilis. B, inhibicién; A, represién;
A, PRPP aminotransferasa; B, IMP deshidrogenasa; C, XMP reductasa; D, Adenilsuc-
cinato sintetasa; E, Adenilsuccinato liasa; SAICARP, 5'-fosforribosil-5-amino-4-imidazol-
N-succionocarboxamida; AICARP, 5'-fosforribosil-5-amino-4-imidazol carboxamida.
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¢l 5”-fosforribosilpirofosfato (PRPP) se convierte en IMP, que es un precursor
del GMP y el AMP. La actividad especifica de la IMP deshidrogenasa es mu-
¢ho mayor que la de la adenilsuccinato sintetasa, lo que da lugar a la conver-
si6n predominante de IMP en GMP. El XMP y el GMP causan la inhibicién
¥y represion por retroinhibicion de la IMP deshidrogenasa. La adenil-succinato
sintetasa y la adenilsuccinato liasa son reguladas por el AMP. El AMP vy, en
menor extension, el GMP, causan la retroinhibicién de la PRPP
aminotransferasa.

Cuando la célula sintetiza IMP, éste puede ser desfosforilado por la propia
célula y excretado al medio como inosina. Las cepas comerciales productoras
de inosina son auxétrofas desreguladas de guanina y adenina. Los productores
tipicos del IMP son auxétrofos de adenina, con baja actividad de los enzimas
que degradan al IMP. Existen mutantes permeables capaces de excretar IMP.
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Los mutantes de Brevibacterium ammoniagenes, utilizados en la produccion in-
dustrial, también son insensibles a los iones Mn** que causan normalmente
la disminucidn de la produccién de IMP. En la Figura 9.6 se muestra el patron
de produccién de IMP por B. ammoniagenes.

El principal problema con la sobreproduccién de GMP mediante fermenta-
cidn directa estd relacionado con la regulacién por retroinhibicion de la PRPP
aminotransferasa por la GMP, la cual puede producirse por distintos procesos
de fermentacion:

(1) Produccién de guanosina por fermentacién directa, usando adeninau-
x6trofos para incrementar la produccién de GMP a partir de glucosa,
El GMP no atraviesa la membrana de la célula y es excretado como
guanosina, que necesita ser fosforilada quimicamente a GMP.

(2) Uso de un cultivo formado por dos mutantes de Brevibacterium am-
moniagenes, uno capaz de producir XMP a partir de glucosa y el otro
capaz de convertir la XMP en GMP.

- -
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Fig. 9.6. Evolucién con el tiempo de la produccién de IMP con Brevibacterium am-
moniagenes Ky 13102 (reproducido con permiso de Furuya et al., 1968).
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(3) Produccién de S-amino-4-imidazol-carboxamida ribdsido (ALICAR) [9
por fermentacion seguido por su conversion quimica a GMP. e
Fn la Tabla 9.3 se ilustran los rendimientos de nucledsidos o productos rela- 5 §
cionados obtenidos por fermentacién con cepas de mutantes. = 5
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Tabla 9.4. Precios de los aceites vegetales refinados (1987). Reproducido con
permiso de Enzyme and Microbial Technology, 1987

Aceite vegetal (E£/Tn)

Aceites comunes
Cacahuete 540
Soja 270
Colza 880
Gitrasol 300
Algoddn 00
Coco 270
Nuez de palma 29()
Linaza 500
Maiz 350
Paima 230
Oliva 1170

Aceites especiales
Ricino 1170
Manteca de cacao 3000
Jojoba 10000
Primavera 35000

mentacion, se recupera la riboflavina, presente tanto en solucién como ligada
al micelio, con rendimientos de 7-8 g 1~ '. Existe una fuerte competencia entre
los procesos quimicos y microbioldgicos y la investigacién se dirige hacia el de-
sarrollo de cepas de Bacillus subtilis que superproduzean y excreten riboflavi-
na. Se espera que la aplicacién de las técnicas de DNA recombinante de lugar
i la construccidn de cepas de B. subtilis capaces de producir riboflavina con
un rendimiento suficiente para hacer el proceso comercialmente viable.

(Grasas y aceites

Con frecuencia se ha argumentado que la fermentacién puede ofrecer una
ruta prdctica para la produccién de grasas y aceites, particularmente en Euro-
pa, que importa la gran mayoria de estos productos. Basdndose en la suposi-
¢ién de que con 5-6 Tm de trigo se puede producir 1 Tm de lipido, se calcula
que utilizando una ruta de fermentacién eficaz para la produccién lipidica se
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podria conseguir un costo de manufactura de 2.500-3.000 £ por Tm de lipido,
Como estos precios no son competitivos con los de los aceites vegetales refina-
dos (Tabla 9.4), las rutas de fermentacién industrial para la produccidn de lipi-
dos a partir de carbohidratos no representan una opcién viable y la tecnologfa
microbiana tinicamente tiene oportunidad en la produccién de aceites especiales.

PRODUCCION DE ACIDO 4-LINOLENICO

El 4cido y-linolénico se utiliza como suplemento dietético y como precur-
sor en la sintesis de las prostaglandinas. El aceite de primavera, que contiene
hasta un 7 % de 4cido +-linolénico, es una fuente de este lipido. Algunos mo-
hos del orden de los Mucorales, como Cunninghamella elegans y Mortierella
isabellia producen del 3 al 5 % de su biomasa como dcido linolénico. Reciente-
mente John E. Sturge (Inglaterra) anuncié el inicio de la produccién comercial
de dcido linolénico mediante fermentacién. La fermentacidn, con especies Mu-
cor, se lleva a cabo en fermentadores agitados de 220 m” de capacidad y utiliza
glucosa pura como substrato mayoritario. El aceite refinado se recupera mediante
extraccion de las células con solventes.



Capitulo 10

Productos para uso médico

Antibidticos

Los antibidticos son metabolitos secundarios que inhiben los procesos de
crecimiento de otros organismos. La observacién de Alexander Fleming en 1929
de que los Penicillium notatum inhibian el crecimiento de los estafilococos con-
dujo al desarrollo del proceso de produccidn de la pencilina, inicidndose la era
de los antibidticos. En la actualidad se conocen mas de 6.000 substancias con
actividad antibidtica, produciéndose por fermentacién industrial aproximada-
mente unos 100 tipos de antibidticos, en tanto que casi 50 compuestos semisin-
téticos tienen también aplicaciones clinicas. La produccion mundial anual de
antibidticos supera las 100.000 Tm, y su mercado se estima en unos 5 billones
de ddlares. Los antibidticos mds ampliamente comercializados son las §-lactamas
{penicilinas y cefalosporinas) y las tetraciclinas. Los antibiéticos microbianos
cloranfenicol y pirronitrina se fabrican actualmente mediante sintesis quimicas,
mas baratas.

Los antibidticos se utilizan principalmente como agentes antimicrobianos
en la terapia de enfermedades infecciosas humanas, aunque también tienen otras
aplicaciones, por ejemplo, como agentes citotéxicos frente a ciertos tumores,
en medicina veterinaria y en patologia vegetal, como conservantes alimentarios
y como estimulantes del crecimiento de los animales. En la Figura 10.1 se mues-
tran una serie de ejemplos seleccionados de algunos antibiéticos importantes
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producidos por fermentacién para uso farmacéutico. Muchos de los ejemplos
se refieren a un miembro de una familia de antibidticos relacionados.

PENICILINAS

La estructura bdsica de las penicilinas es el acido 6-aminopenicildnico (6-APA)
formado por la fusién de un anillo de tiazolidina con otro de 8-lactama (Fig.
10.2). La posicién 6-amino puede tener una gran variedad de substituyentes aci-
lo. En ausencia de precursores de cadenas laterales en el medio de fermenta-
cidn, se produce una mezcla de penicilinas naturales, aunque solamente la ben-
cilpenicilina (Pen G) y la fenoximetilpenicilina (Pen V) son importantes tera-
péuticamente; ambas tienen un espectro similar (las bacterias Gram positivas)
pero la Pen G es ldbil frente a los dcidos, por lo que debe ser administrada por
via parenteral, en tanto que la Pen V es estable frente a los dcidos y puede admi-
nistrarse por via oral. Aunque la Pen G se produce de forma natural, se consi-
gue mejor control con el proceso de fermentacidn, obteniéndose rendimientos
mayores y con un procesado posterior mds simple adicionando al medio el pre-
cursor dcido fenoxiacético. Cuando se incorporan al medio precursores de los
dcidos fenoxiacético y alilmercaptoacético se obtiene fenoximetil penicilina (Pen
V) y alilmercaptometilpenicilina (Pen O), menos alergénica. También pueden
obtenerse derivados de penicilina, con mayor estabilidad y actividad antimicro-

Penicilinas Grupo acilo
semisintéticas

Pen G @ CH,—CO—
Acido fenilacético
& L
TN
Pen V @0 ~CH,CO- R—CO ——NH—ClH—ClH CiCH3),
|
Acido fenoxiacético co/l = J\c” con

Pen O Hzc=CH -CH3—S—CH2— CO- Anillo de Anilio de
f-factama tiazolidina

Acido alilmercaptoacético
I Acide 6-aminopenicildnico

Fig. 10.2. Estructura del dcido 6-aminopenicildnico y grupos acilo de algunas penicili®
nas semisintéticas.
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biana, mediante procesos semisintéticos a partir de la hidrolisis quimica o enzi-
mdtica de la Pen G a 6-APA.

Ruta biosintética de la penicilina

l.a g-lactama tiazolidina se sintetiza a partir de L-a-aminoadipato, L-cistina
v 1-valina mediante la formacion y ciclacion de un péptido para producir el dcido
isopenicilamico, que por transacetilacion da lugar a bencilpenicilina. La lisina
y la penicilina comparten una ruta anabélica comin a 4cido 1-a-aminoadipico,
y la primera inhibe la sintesis de la segunda. En la Figura 10.3 se muestra la
ruta metabdlica seguida, asi como algunos de los posibles mecanismos regula-
dores que intervienen en la produccion de la bencilpenicilina. Ademas, la glu-
cosa produce la represion por el catabolito de la biosintesis de la penicilina y
¢sta parece regular su propia sintesis. La produccién de penicilina también se
ve influenciada por la concentracién de fosfato.

Desarrollo de las cepas

Los rendimientos iniciales obtenidos por Fleming con las cepas de P nota-
tum fueron de 2 Unidades Internacionales/ml, esto es, 1,2 mg/l. El aislamiento
en 1943 de D. chrysogenum NRRL-1951, una cepa mas adecuada para el cultivo
sumergido que la cepa original de P. notatum, permitié un rendimiento de 120
Ul/ml. La mutacién de esta cepa dio lugar a la famosa cepa Wisconsin Wis
Al76, cuyo rendimiento era de 900 Ul/ml. Las técnicas de mutacién/seleccion
basadas en el empleo de Rayos-X, radiacién UV de onda corta y mutdgenos
quimicos, como metil-bis-(8-cloroetil)amina, nitrosoguanidina, agentes alqui-
lantes y nitritos, se utilizaron hasta comienzos de los afios setenta. Los estudios
con mutantes bloqueados condujeron a un mayor conocimiento de la ruta bio-
sintética, lo que a su vez sugirid unas técnicas de selecciéon mds adecuadas. El
descubrimiento del ciclo parasexual del P chrysogenum condujo a la mejora
de cepas mediante técnicas de reproduccién parasexual y fusién de protoplas-
tas, A través de programas continuados de mejora de las cepas, combinados
con la optimizacion de la fermentacién, los rendimientos tipicos obtenidos en
la actualidad alcanzan las 85.000 Ul/ml, o 50 g/I.

Produccidn de penicilina

Para lograr rendimientos altos de penicilina es esencial optimizar la concen-
tracién de esporas en el indculo y también el que se formen grdnulos sueltos
en vez de compactos en las etapas de crecimiento vegetativo. En unas 6 horas
aproximadamente se duplica la biomasa. La estabilidad de la cepa crea proble-
mas por lo que debe mantenerse muy cuidadosamente. Las condiciones de pro-
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Fig. 10.3. Ruta biosintética de la penicilina que indica los posibles puntos de regula-
cién por la lisina.

duccién tipicas de la penicilina consisten en el empleo de procesos de fermenta-
cién alimentados de forma discontinua con un medio que contiene extractos
de maiz, amoniaco, sales y una fuente de carbono como glucosa, lactosa o me-
lazas. La mayorfa de los procesos de fermentacién incluyen extracto de maiz
como fuente de nitrégeno orgdnico porque al contener precursores de cadenas
laterales mejora el rendimiento de la penicilina, si bien la introduccién el me-
dio de precursores especificos de cadenas laterales permite substituirlo por otras
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fuentes de nitrégeno. El mantenimiento continuo de amoniaco en el medio me-
jora la respiracion y evita la lisis miceliana y es importante en general para la
sintesis de la penicilina. El pH se mantiene a 6,5, introduciéndose continuamente
dcido fenilacético o dcido fenoxiacético como precursores. La velocidad de uti-
lizacion del aziicar y la velocidad de suministro de oxigeno son pardmetros im-
portantes en el proceso de fermentacion, siendo la segunda especialmente criti-
ca, puesto que el incremento de la viscosidad del cultivo dificulta la transferen-
cia de oxigeno. El proceso requiere una velocidad de absorcién de oxigeno de
0,4-1,0 mmol por litro por minuto y un RQ (moles de CO; formados/moles de
0; consumidos) de aproximadamente 0,95. En la Figura 10.4 se ilustra un ejem-
plo de un proceso de fermentacion que refleja los patrones de utilizacién del
substrato y de formacién del producto. Un proceso de fermentacioén industrial
tipico se caracteriza por tener una elevada velocidad de crecimiento en los dos
primeros dias, mientras que después esta velocidad disminuye en tanto que la
velocidad de formacién de penicilina aumenta y la produccion continia de 6
a 8 dias, siempre que se mantenga la alimentacién apropiada del substrato.
El 6-APA se obtiene a partir de Pen G al atravesar ésta una columna con
penicilin acilasa inmovilizada, que convierte la Pen G en 4cido fenilacético y
6-APA. El pH de la columna se mantiene neutro mediante la adicion de NaOH
y €l 6-APA, en el eluyente de la columna se recupera por precipitacién a pH
4,0. En la produccién de penicilinas semisintéticas, el 6-APA resultante es acila-

do quimicamente con una cadena lateral apropiada mediante métodos
convencionales.

TETRACICLINAS

La estructura basica de las tetraciclinas consiste en un anillo de naftaceno
(véase Fig. 10.1). Las tetraciclinas clinicamente importantes, producidas por fer-
mentacion o semisintesis, difieren en los substituyentes especificos del anillo.
La clorotetraciclina y la oxitetraciclina son las principales tetraciclinas produci-
das por Streptomyces mientras que la tetraciclina se forma normalmente en can-
tidades mas pequeias. Los Streptomyces aureofaciens, mutados para bloquear
la reaccién de cloracién, excretan tetraciclina como producto mayoritario.

Ruta de biosintesis de la tetraciclina

La sintesis de la clorotetraciclina sigue una compleja ruta metabélica, con
72 intermediarios y que implica més de 300 genes. Las etapas inicialés consisten
en la formacién de malonamoil CoA ligado al complejo enzimatico antraceno
sintetasa. El malonamoil CoA se condensa con 8 moléculas de malonil CoA
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v se cicla con la eventual formacion de clorotetraciclina. Las cepas que prodq-
cen rendimientos elevados de tetraciclina se caracterizan por una menor vc_loca-
dad de glicolisis, y la produccion de clorotelracicllina. r:\uede estimularse _n*‘lcdlanl‘c
¢l empleo de benciltiocinato inhibidor de la glicolisis. En estas goqdmones la
actividad del ciclo de las pentosas fosfato aumenta. El enzima h'muante dv:: l_a
velocidad en la biosintesis de la clorotetraciclina parece ser la s'm_hldroletraclcll-
na oxidasa, peniltimo enzima de la ruta biosintética, cuya actwlc.lad.es propor-
cional a la velocidad de sintesis del antibiético. Los iones f_osfato 1nh1bFn la sjn-
tesis de este enzima, en tanto que el bencil tiocianato la estimula; Ea{'nblén existe
una relacién inversa entre la concentracién de adenilatos y su actividad, de for-
ma que los niveles de ATP o de adenilato parecen fwt!.mr como efecto_re§ meta-
boélicos en la regulacion por el catabolito de la biosintesis de tetraciclina.
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Fig. 10.4. Evolucién con el tiempo de la fermentacién de la penicilina (reproducido
con permiso de Queener y Swartz, 1979).
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Produccion de clorotetraciclina

Actualmente los rendimientos industriales de tetraciclinas son de unos 20.000
up/ml ', Debido a la complejidad de la ruta biosintética, la mejora del rendi-
miento de las cepas ha dependido tinica y exclusivamente de técnicas de muta-
vidn/seleccion. La seleccion de cepas resistentes al antibidtico producido es otro
meétodo que ha sido aplicado para mejorar la capacidad de produccién. El me-
dio de fermentacion tipico contiene sacarosa, extracto de maiz, fosfato amoni-
co y sales minerales con un pH comprendido entre 5,8 y 6,0 y una temperatura
de 28 “C. Se necesitan velocidades de aireacion elevadas, particularmente en las
etapas de crecimiento de la biomasa, Cuando se utilice glucosa, se debe em-
plear un sistema de alimentacién continua. Debido a la represién por el fosfato,
lus fermentaciones de tetraciclina deben llevarse a cabo en un medio con un con-
tenido de fosfato limitado.

La produccion de clorotetraciclina en cultivos sumergidos puede subdividir-
se en tres fases. La primera se caracteriza por un rdpido incremento de la bio-
masa y un rdpido consumo de nutrientes; durante esta fase, el micelio contiene
hifas basofilicas gruesas con un alto contenido en RNA. En la segunda fase la
velocidad de crecimiento disminuye y a veces incluso cesa, observandose veloci-
dades maximas de sintesis de antibidtico mientras que el organismo se diferen-
cia; los filamentos hifales son delgados y pobres en RNA. En la tercera fase,
se observan velocidades de produccion del antibidtico menores y se produce la
fragmentacion y lisis del micelio.

Los Streptomyces aureofaciens producen una cierta cantidad de tetraciclina
ademds de clorotetraciclina. Los iones cloruro son necesarios para la formacién
de clorotetraciclina, particularmente cuando se utilizan mutantes altamente pro-
ductores. Otros agentes que incluyen iones fluoruro, cobre, metionina y
S-fluorouracilo suprimen la produccién de tetraciclina.

La condicién bésica para la produccion de tetraciclina con S, aureofaciens
es que el medio sea pobre en iones cloruro. La oxitetraciclina la producen los
Streptomyces rimosus en un medio cuyo contenido de fosfato esté limitado.

INVESTIGACIONES ACTUALES EN EL CAMPO DE LA OBTENCION
DE ANTIBIOTICOS POR FERMENTACION

La nueva B-lactama tienamicina, producida por Streptomyces cattleya y des-
cubierta en 1976, tiene un espectro inusual y ampliamente til frente a las bac-
terias Gram positivas y Gram negativas, y no resulta atacada por las §-lactamasas
producidas por cepas resistentes a muchas penicilinas y cefalosporinas.

Debido al gran nimero de genes implicados en la biosintesis de un antibio-
tico, el intentar aplicar la tecnologia del DNA recombinante al desarrollo de
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cepas productoras de antibidticos es extremadamente complejo. El objetivo prin-
cipal a la hora de aplicar estas modernas técnicas a estos fines es el de incre-
mentar la velocidad de la etapa(s) biosintética limitante de la velocidad, posi-
blemente incrementando el niimero de copias del gen. Sin embargo, debe tener-
se en cuenta la posible regulacion transcripcional o translacional o por el nivel
del substrato, asi como el proceso de secreccion de producto. Actualmente se
estdn aplicando técnicas de DNA recombinante a especies de Aspergillus, Strep-
tomyces, Penicillin y Cephalosporium y se espera que conduzcan rapidamente
a la manipulacién de rutas de metabolitos secundarios, via aislamiento, secuen-
ciacion, amplificacién y mutagénesis in vitro de los genes. El conocimiento de
1os loci genéticos para controlar la ruta biosintética es de mdxima importancia
para la explotacidn de las técnicas de DNA de fusion de protoplastas y para
clonado de genes con ayuda de pldsmidos.

Se ha desarrollado un sistema de transformacion de las Cephalosporium y
se ha clonado el gen de la ciclasa de los C. acremonium. El clonado de los genes
restantes de C. acremonium y de los de la ruta biosintética de la 8-lactama de
los P chrysogenum puede permitir la desregulacion substancial de las etapas
terminales. Estos organismos también han demostrado ser buenos huéspedes
para la introduccidn de los genes de especies de Streptomyces que producen an-
tibidticos B-lactdmicos. Se cree que estos antibidticos, al tener una mayor ab-
sorcién oral y un espectro més amplio, dominaran la industria de los antibidti-
cos en el futuro.

Obtencion de esteroides por fermentacién

Existen una gran variedad de compuestos esteroides producidos mediante
rutas que necesitan una o mas etapas biosintéticas. En la Figura 10.5 se muestra
la estructura quimica de algunos de los compuestos empleados en el tratamien-
to de muchas enfermedades asi como las reacciones cataliticas. En los afios cua-
renta los corticosteroides naturales, la cortisona (2) v el cortisol (hidrocortiso-
na) (10) se emplearon con éxito en el tratamiento de enfermedades inflamato-
rias y alérgicas, examindndose diversos compuestos derivados de animales y plan-
tas como potencial materia prima para la sintesis de esta nueva clase de produc-
tos. El colesterol (1) era quimicamente inapropiado y pronto fue evidente que
la diosgenina (3) (raiz del barbasco) y el estigmasterol (4) (aceite de soja) eran
materias primas potenciales para la sintesis de progesterona y pregnenolona,
respectivamente.
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Fig. 10.5. Estructuras quimicas de algunos esteroles y ejemplos de algunas reacciones
de biotransformacidn claves.

La pregnenolona se transforma quimicamente de una forma f4cil en proges-
terona (7), que tiene la configuracién caracteristica, el anillo A, de los corticos-
teroides. La introduccién de un hidroxilo en la posicién 21 del anillo de proges-
terona da lugar a la deoxicorticosterona (8), un corticosteroide natural. La pro-
duccién de cortisona y de hidrocortisona necesita todavia la introduccién de
un grupo 17 a-hidroxi y un grupo 11-hidroxi o un grupo 1l-ceto. El grupo 17
a-hidroxi puede ser introducido quimica y microbiolégicamente aunque en la
actualidad se emplean rutas quimicas. Murray y Peterson llevaron a cabo un
mayor avance cuando en 1952 descubrieron un proceso para la bioconversién
de progesterona en 11 a-hidroxiprogesterona (6), utilizando Rhizopus arrhizus.
Posteriormente, se caracterizaron un amplio rango de reacciones de bioconver-
sion especificas para las diversas posiciones de las moléculas de esteroides, Las
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biotransformaciones de los esteroides de mayor importancia practica son lis
11-hidroxilaciones, las 16 a-hidroxilaciones y la l-deshidrogenacion,

PROCESOS DE BIOTRANSFORMACION

En los procesos de biotransformacion de esteroides, los organismos que con-
tienen el enzima(s) necesario se producen mediante procesos de fermentacion
sumergidos convencionales bajo condiciones que inducen la sintesis del enzi-
ma. Cuando se ha producido el crecimiento y se ha obtenido el enzima, se afha-
de un substrato esteroide insoluble en agua, en forma de pasta o disuelto en
un solvente orgdnico, y se produce la bioconversidon. Una vez completada ésta,
particularmente en las fermentaciones mas desarrolladas, que utilizan niveles
de esteroide elevados, la mayor parte del producto se recupera mediante filtra-
¢ién con la fraccion de biomasa y se separa por extraccidn con solventes
orgdnicos.

Los Rhizopus nigricans y los Aspergillus ochraceus se utilizan comercial-
mente para la 11 e-hidroxilaciéon de los esteroides. La e-hidroxilasa se induce
en la fermentacién por la presencia de progesterona, aunque aparece también
una 6 g-hidroxilasa indeseable, por lo que las condiciones de la fermentacion
se disefian de tal forma que se minimice la produccién de este dltimo enzima.

Los microorganismos empleados mds cominmente para la 11-3-hidroxilacién
de los esteroides son Curvularia lunata y Cunninghamelila blakesleana. La
17a,21-dihidroxi-pregn-4-eno-3,20-diona (compuesto S) (9) es el substrato uti-
lizado para producir hidrocortisona (10), formandose también otros subproduc-
tos. El compuesto S y otros substratos inducen al enzima.

Muchos microorganismos pueden catalizar la reaccién de 1-deshidrogenacion
de los esteroides. La hidrocortisona es un substrato tipico pama la produccidén
de prednisolona. La l-deshidrogenasa es inducible en los organismos investiga-
dos, pero en un organismo bien estudiado, Septomyxa sp., la cortisona y la hi-
drocortisona no son inductores mientras que la progesterona y la BNA
(3-cetobisnor-4-colen-22-al) son buenos inductores. La induccién se produce tini-
camente cuando la glucosa se ha agotado.

TENDENCIAS EN LA INVESTIGACION SOBRE LA TRANSFORMACION DE ESTEROIDES

Recientemente, las investigaciones sobre la degradacion microbiana de ca-
denas laterales en esteroles muy facilmente disponibles tales como el colesterol
(de la lana) y el §-sitosterol (5) (del aceite de soja) para producir esteroides titi-
les estd siendo objeto de mucha atencién, La degradacion de los anillos del es-
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teroide parece producirse, en muchos ejemplos, mucho mas ripidamente qgue
la ruptura de las cadenas laterales, habiéndose desarrollado métodos que inhi-
ben esta degradacion del anillo.

La adicion quimica de un atomo de fliior en la posicion 9« a algunos corti-
costeroides mejora mucho su actividad antiinflamatoria aunque también incre-
menta de forma no deseada la retencion de sal por el organismo. Este efecto
lateral puede reducirse por 16a-hidroxilacién microbiana. Con S. argenteolus
pueden conseguirse unas conversiones de aproximadamente el 50 %, acompa-
fiadas de la formacién de subproductos 258-hidroxi, que puede minimizarse me-
diante una seleccién particular de mutantes.

Tradicionalmente la bioconversidn de los esteroides se lleva a cabo mediante
tecnologia de fermentacién convencional seguida por una reaccion de biotrans-
formacién. El empleo de células secas con acetona de Arthrobacter simplex pa-
ra la 1-deshidrogenacién de la 9a-fluoro-16«-hidroxicortisona disminuye mu-
cho el nivel de 20-cetorreductasa y la formacién de subproductos indeseables.
Es necesario afiadir un aceptor de electrones artificial, la menadiona, a la mez-
cla de reaccion. La hidrocortisona se transforma en prednisolona cuando el subs-
trato, disuelto en etanol y fenacinmetasulfato, atraviesa una columna que con-
tiene el enzima l-deshidrogenasa inmovilizado. El empleo de células o enzimas
en solventes orgdnicos, en los que son solubles el esteroide y los productos, ofrece
la posibilidad de utilizar concentraciones de substrato mucho mds elevadas en
las bioconversiones. El empleo de células enteras de Corynebacterium simplex
en lugar de enzimas inmovilizados aislados puede eliminar la necesidad de afia-
dir un aceptor de electrones y reduce la cantidad de enzima perdido durante
la inmovilizacion.

Las esporas resuspendidas recuperadas de Sepromyxa affinis, obtenidas por
crecimiento en un medio sélido o liquido, pueden deshidrogenar en posicién
1 diversos tipos de esteroides. Las esporas de Aspergillus ochraceus se han utili-
zado para convertir la progesterona en 11 a-hidroxiprogesterona. Los Rhizop-
hus nigricans, inmovilizados en geles de alginato o agar, pero no en geles de
poliacrilamida, pueden e-hidroxilar la progesterona. También se ha demostra-
do la 11 g-hidroxilacién del compuesto S con C. lunata inmovilizada en geles
de poliacrilamida entrecruzados.

Alcaloides del cornezuelo

Los alcaloides del cornezuelo tienen una amplia variedad de usos terapéuti-
cos, por ejemplo, el tratamiento de la migrafia y otros dolores de cabeza de ori-
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gen vascular, la atonia uterina, trastornos circulatorios, hipertensién y Parkin:
son. Actualmente se conocen mas de 40 alcaloides del cornezuelo producidos
por diversas cepas del ascomiceto parasito Claviceps. La estructura consiste en
acido d-lisérgico (0 su estereoisdmero dcido d-isolisérgico) unido a un péptido
tricictico o un aminoalcohol por un enlace amida. En la Figura 10.6 se mues-
tran las estructuras de algunos de los alcaloides naturales del cornezuelo.
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Fig. 10.6. Estructuras de los alcaloides naturales del cornezuelo.

Es posible llevar a cabo la sintesis quimica total de los alcaloides del corne-
zuelo del centeno, aunque actualmente no es rentable econdmicamente. Tradi-
cionalmente los alcaloides del cornezuelo se obtenian por infeccién mecédnica
de las inflorescencias del centeno con Claviceps y la posterior recoleccién y ex-
traccién del esclerocio. El proceso era por tanto estacional y dependiente de la
situacion meteoroldgica.

Para la produccién de alcaloides por fermentacién se emplean principalmente
3 especies de Claviceps, C. paspali, C. fusiformis y C. purpurea. Mientras que
la cepa original de C. paspali producia tinicamente 20 ug/1~ ' de alcaloides, el
desarrollo de nuevas cepas y la optimizacién del medio dieron lugar a rendi-
mientos superiores a § g 1~ '. La composicién del alcaloide viene determinada
por la combinacién de las cepas y las condiciones del cultivo. Las velocidades
altas de formacién de alcaloide parecen estar unidas a la capacidad del organis-
mo para metabolizar simultdneamente concentraciones elevadas de sacarosa y
citrato en un medio deficiente en fosfato, La sintesis procede de forma paralela
con el anabolismo de los lipidos y los esteroles. Las cepas productivas son sen-
sibles a las fuerzas de cizalla, necesitan mucho oxigeno y son inestables.
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Productos microbianos obtenidos con tecnologia
de DNA recombinante

El Escherichia coli ha sido el organismo de eleccién como huésped para la
formacion de productos con la tecnologia de DNA recombinante debido a que
¢l sistema genético de este organismo estd bien caracterizado. Esto ha dado lu-
gar a la consecucidn de altos niveles de expresion. El organismo también crece
facilmente a velocidades altas en un medio definido dando densidades celulares
clevadas.

El primer agente terapéutico producido mediante tecnologia de DNA recom-
binante que consiguié la aprobacién legal fue la insulina humana. Esta hormo-
na se produce por fermentacion mediante cepas recombinantes de E. coli. Se-
giin Eli Lillye & Co., que manufactura esta hormona por fermentacién, las es-
tructuras fisicas y quimicas del producto son indistinguibles de las de la insuli-
na humana. Novo Industri ha desarrollado tecnologfas alternativas para la pro-
duccién comercial de insulina humana. Inicialmente su proceso se basaba en
la conversién de insulina porcina en insulina humana, aunque posteriormente
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Fig. 10.7. Produccién de interleukina-2 (I1-2) por Escherichia coli K-12 que contiene
un pldsmido que codifica para la I1-2 bajo control de un promotor sensible a la tempe-
ratura. A 30 °C la propagacion bacteriana se ve favorecida pero la sintesis de IL-2 se
ve frenada. La sintesis rdpida de IL-2 se induce a una temperatura de 42 °C (reproducido
con permiso de Bauer. Véase Khosrovi y Gray, 1985).
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la insulina humana se produjo por fermentacion mediante cepas de levaduras
recombinantes. La hormona del crecimiento humana producida por £ coli re-
combinante se comercializa para el tratamiento del enanismo hipofisario. La
interleukina-2 (I1-2) o factor de crecimiento de los linfocitos es otro producto
de la tecnologia de DNA recombinante producido por E, coli. Se ha indicado
que la I1-2 estimula a las células T del cuerpo a atacar y disminuir el tamano
de los tumores localizados. En la Figura 10.7 se muestra el esquema de un pro-
ceso de fermentacion para la produccién de IL-2 recombinante.

Los interferones son proteinas sintetizadas por la mayoria de las células de
los animales superiores en respuesta a las infecciones virales. Su produccién por
las células infectadas sirve para interferir la propagacién de la infeccién a las
células sanas. Los interferones también actiian como agentes antitumorales pa-
ra ciertos tipos de cdancer. La enorme escasez de interferones humanos purifica-
dos ha impedido los ensayos clinicos acerca de su valor terapéutico. El -
interferén, clonado con éxito en el E. coli se produjo comercialmente y ha sido
empleado en una amplia gama de ensayos clinicos. Los interferones producidos
por las bacterias en esta forma carecen del componente glicoproteico de los in-
terferones nativos. También han sido clonados muchos otros compuestos en E.
coli, incluyendo los 8- y - interferones, asi como diversos interferones anima-
les, varias hormonas del crecimiento humanas y animales, el factor de crecimiento
epidérmico y otros, linfokinas, la albiimina humana, el activador del plasminé-
geno y otros muchos enzimas.

E. coli no es un huésped ventajoso, puesto que generalmente no excreta las
proteinas recombinantes y ademds las células pueden contener endotoxinas y
lipopolisacéridos pirogénicos que deben ser eliminados durante la purificacién.
Bacillus subtilis es otro huésped que ha sido utilizado para la obtencion de pro-
ductos recombinantes; no es patdgeno, crece en condiciones aerobias, no pro-
duce lipopolisacdridos y secreta las proteinas extracelulares directamente al me-
dio. Cuando los genes han sido clonados de unas especies de Bacillus en otras
se han observado niveles de expresién elevados. Sin embargo, a diferencia de
E. coli, los niveles de expresion disminuyen varios dérdenes de magnitud cuando
se clonan los genes heterdlogos dentro de B subtilis. Las levaduras, debido a
su empleo desde hace tiempo en las fermentaciones alimentarias, son aceptadas
como organismos sanos, carentes de lipopolisacdridos pirogénicos y pueden se-
cretar y glicosilar las proteinas recombinantes. Los niveles de expresién para las
proteinas clonadas en las levaduras son menores que los descritos para E, coli.
Saccharomyces cerevisiae ha sido modificada mediante ingenieria genética para
obtener productos comerciales como el antigeno de superficie del virus de la
hepatitis B, utilizable como vacuna y aprobado por la US Food and Drug Ad-
ministration, la superéxido dismutasa, el factor de crecimiento epidérmico y una
gran variedad de otros productos. Los sistemas de secreccién han sido desarro-
llados con éxito para la produccién de algunas protefnas recombinantes.
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Los hongos filamentosos, como por ejemplo Aspergillus niger pueden pro-
ducir hasta 20 g/1 de enzima a partir de una tnica copia del gen de la glucoami-
lasa, Estos organismos pueden modificarse para que expresen y secreten protei-
nas de origen bacteriano o de mamiferos, y los procesos de secreccion de los
hongos y los mamiferos son muy semejantes. Los sistemas fungicos pueden mo-
dificarse en principio para que se aproximen mds al sistema de procesado de
las proteinas de secreccion que llevan a cabo las células de los mamiferos, aun-
que es necesario también conocer mds a fondo las vias de glicosilacién de los
hongos. Estos organismos son muy prometedores como huéspedes para la sin-
tesis de grandes cantidades de protefnas heterélogas de mamiferos.

Vacunas

Existen diversos tipos de vacunas: células microbianas o virus muertos o vi-
vos y productos extracelulares naturales o modificados, tales como toxinas, ¥y
fracciones subcelulares de células y virus. En el caso de las vacunas vivas, los
organismos son capaces de replicarse en ¢l receptor. La eficacia de la vacuna
contra Mycobacterium tuberculosis, por ejemplo, depende de un cierto nivel de
multiplicacién en el cuerpo humano. La vacuna contra el virus de la polio viva
es un segundo ejemplo. En estas vacunas vivas los microorganismos se han con-
vertido en inocuos por atenuacién, tratamiento que esencialmente elimina la
capacidad del organismo para provocar la enfermedad. Por otra parte, las vacu-
nas vivas pueden producirse con bacterias o virus estrechamente relacionados
con los organismos que producen la enfermedad y que no la causan, pero que
pueden inducir inmunidad, como por ejemplo, la vacuna de la viruela. Las va-
cunas muertas son células enteras o componentes celulares, derivados general-
mente de los agentes patégenos virulentos, inactivados mediante tratamiento
quimico. Los productos microbianos extracelulares, como las toxinas, pueden
utilizarse como vacunas, una vez detoxificadas mediante tratamiento con reac-
tivos quimicos que destruyan sus propiedades toxicas en tanto que dejan la ac-
tividad inmunogénica intacta.

PRODUCCION DE VACUNAS

Células bacterianas

La mayoria de las vacunas bacterianas se obtienen mediante cultivos sumer-
gidos en procesos discontinuos. Las bacterias Bordetella pertussis (tosferina) cre-
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cen en un medio que contiene caseina hidrolizada por dcidos, minerales y facto-
res de crecimiento. En la Figura 10.8 se muestra el perfil del proceso de fermen-
tacion. El riesgo de exposicion de los operadores puede reducirse cosechando
las células mediante precipitacion dcida, puesto que cuando las células se en-
cuentran en un medio dcido de pH 4,0 sedimentan rapidamente y pueden reco-
gerse en un 3-5 % del volumen del cultivo. Las células se matan y detoxifican
bien por calentamiento, por adicién de etilmercuritiosalicilato de sodio o con
una combinacion de ambos tratamientos, para obtener la vacuna de la tosferi-
na. La Salmonella typhi y Vibrio cholera, utilizados para fabricar vacunas con-
tra el tifus y el célera respectivamente, se producen en medios que contienen
nitrégeno complejo y glucosa, que se afiade mientras dure el cultivo, El control
del pH y la pO; en el proceso de fermentacion hacen que las células crezcan
rapidamente con rendimientos elevados. En las Figuras 10.9 y 10.10 se ilustran
los procesos de fermentacién de V. cholerae y S. typhi, respectivamente. Para
recuperar/inactivar los S. fyphi se suspenden las células en acetona durante 24
horas a 37 °C y después de liofilizan. Otros ejemplos de bacterias inactivas son
las vacunas del cdlera y la peste, que contienen cepas inactivas de Vibrio chole-
ra y Yersinia pestis, respectivamente. Las Mycobacterium tuberculosis (Vacuna
BCG) crecen como una ldmina coherente en la superficie del medio liguido, y
se producen convencionalmente en recipientes de vidrio que contienen una ca-
pa de medio poco profunda. La biomasa se comprime en forma de torta densa
y se prepara una suspension celular agitando violentamente la pelicula con bo-
las de acero. Los procesos de cultivo sumergido han sido el método elegido para
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Fig. 10.8. Perfil de fermentacién de la produccién de biomasa por Bordetella pertus-
sis. Volumen de cultivo, 7 |; aireacién 0,2 /vvm; velocidad de agitacién 450 rpm (repro-
ducido con permiso de Van Hemert, 1974).
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Fig, 10.9. Perfil de un proceso de fermentacién con Vibrio cholerae con control de la
p0O; a 15 mm de Hg y pH de 7,3 (reproducido con permiso de Van Hemert, 1974).
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Fig. 10.10. Perfil de un proceso de fermentacién para la produccion de Salmonella typhi.
Volumen de fermentacion, 7 litros; velocidad de flujo de gas, 0,43 vvm; velocidad de
agitacion 450 rpm; control del pH a 7,6 con NaOH (reproducido con permiso de Van
Hemert, 1974).

preparar el material para liofilizacién. Las células se dispersan en un medio com-
plejo utilizando Twveen 80. En la Figura 10.11 se muestra un esquema tipico del
proceso de fermentacién. Como para la vacuna se necesitan células viables, el
proceso de fermentacidn se ha disefiado de tal forma que las células puedan
recuperarse y almacenarse manteniendo una viabilidad maxima.
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Fig. 10.11. Perfil de fermentacién para la produccién de células BCG (reproducido con
permiso de Van Hemert, 1974).

Toxinas bacterianas

La vacuna formada por el toxoide de la difteria es producida y secretada
por Corynebacterium diphtheriae en un medio complejo en cultivos sumergi-
dos (Fig. 10.12). La concentracién de hierro es importante para la produccion
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Fig. 10.12. Perfil de fermentacién para la produccidn de la toxina de Corynebacterium
diphtheriae (reproducido con permiso de Van Hemert, 1974).
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de la toxina puesto que su exceso inhibe la sintesis. La toxina puede representar
hasta el 75 % de todas las proteinas extracelulares secretadas. Los Clostridium
terani son anaerobios obligados que producen la toxina de! tétanos. Su capaci-
dad para producir esporas termoestables condujo a la OMS a apuntar una serie
de precauciones especificas a tener en cuenta en su produccién. En la Figura
10.13 se¢ muestra el esquema de produccién de la toxina, indicando las concen-
traciones relativas de toxina intra y extracelular durante la fermentacidn. La de-
toxificacidn se lleva a cabo con formaldehido en condiciones de reaccién con-
troladas. Las preparaciones brutas del toxoide contienen muchas impurezas, por
lo que usualmente los antigenos se purifican antes de ser utilizados. Un método
ampliamente utilizado se basa en el fraccionamiento secuencial del material con
metanol a pH dcido, seguido por la liofilizacién del producto. Otros métodos
de purificacion incluyen la didlisis, la filtracion en gel y la cromatografia en
DEAE-celulosa.

Vacunas viricas

La produccién de vacunas viricas para aplicacion humana, bien vivas o muer-
tas, se lleva a cabo usualmente en cultivos in vitro de células animales. Inicial-
mente se emplearon células (por ejemplo células obtenidas directamente del te-
jido normal y subcultivados) o lineas celulares diploides en vez de lineas celula-
res aneuploides debido a sus supuestos riesgos de oncogenicidad. Sin embargo,
para algunas vacunas utilizadas en veterinaria se emplean lineas celulares esta-
blecidas. La duracién de la etapa de propagacién viral depende de si las células
huéspedes mueren o contintian replicindose después de la infeccién. La tecno-
logia que emplea la proliferacion viral en huevos fecundados de gallina todavia
se utiliza, no obstante, para la produccion de algunas vacunas.

650 — .
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Fig. 10.13. Produccion de toxina intra y ex-
tracelular durante la fermentacién de Clos-
| tridium tetani (reproducido con permiso de
= 3 Van Hemert, 1974).
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La vacuna de poliovirus viva consiste en una mezcla de tres tipos de poliovi-
rus atenuados propagados en cultivos de células de rifion de mono o en lineas
celulares diploides humanas. En las vacunas inactivas los virus s¢ tratan con
formaldehido. Los virus inactivos de la rabia se producen por crecimiento en
células diploides humanas. Las vacunas viricas vivas atenuadas se utilizan para
conseguir la inmunizacion frente a la rubeola, sarampion, paperas y fiebre ama-
rilla. Los virus de la rubeola se propagan en células diploides humanas en tanto
que se utilizan cultivos de células embrionarias de pollo como soporte para la
proliferaciéon de los virus del sarampion, las paperas, la fiebre amarilla y la
viruela.

A partir de virus propagados en huevos fecundados de gallina se han produ-
cido dos tipos de virus de la gripe inactivos, Los virus enteros muertos se inacti-
van por tratamiento con formaldehido o S-propiolactona, La ruptura de los vi-
rus se lleva a cabo mediante tratamiento con agentes tales como bromuro de
cetiltrimetilamonio (CETAB), dodecilsulfato sddico y Triton X-100, acetato de
butilo y etilo, y Tween 80 y tri-n-butil-fosfato.

Vacunas formadas por antigenos aislados

Las vacunas constituidas por células enteras contienen frecuentemente, ade-
mds de los antigenos inmunogénicos deseados, compuestos tOXicos, que no pue-
den inactivarse fadcilmente. Como las células enteras contienen el material gené-
tico completo del patdgeno, si éste no se ha muerto o no se ha atenuado com-
pletamente, la vacuna por si misma puede ser capaz de causar la enfermedad.
También puede existir la posibilidad de que las cepas atenuadas puedan volver
a ser virulentas. Otro problema con algunas vacunas es que a veces no inmuni-
zan al receptor frente a todas las cepas del patdgeno. Algunas también son ines-
tables durante su almacenamiento.

Se han intentado aislar fracciones subcelulares que retengan la imunogeni-
cidad y que carezcan de toxicidad. Por ejemplo, una vacuna antitoxina acelu-
lar, utilizada en Japdn, contiene los componentes claves del antigeno como una
hemaglutinina filamentosa (FHA) y un factor promotor de la linfocitosis (LPF).
La toxicidad asociada con el LPF ha sido inactivada con formalina. Esta pre-
paracién tiene un contenido reducido de la endotoxina lipopolisacdrido. Las va-
cunas contra la neumonia consisten en una mezcla de polisacdridos capsulares
purificados de 14 tipos de Streprococcus pneumonia; cuya purificacion se lleva
a cabo mediante fraccionamiento con alcohol, centrifugacidn, tratamiento con
detergentes catidnicos (por ejemplo CETAB), proteasas, nucleasas o carbén ac-
tivo, ultrafiltracién y liofilizacién. Los polisacaridos capsulares purificados de
Neisseria meningitidis, serogrupos A y C, se emplean en las vacunas contra la
meningitis.
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Desarrollo de vacunas mediante técnicas de DNA recombinante

La tecnologia de DNA recombinante se emplea para desarrollar vacunas for-
madas por subunidades, habiéndose clonado los genes que codifican las por-
clones del antigeno de superficie de la hepatitis B; los antigenos de superficie
aislados son eficaces como vacuna, y entre 1986 y 1987 se aprobé su empleo.
También se ha desarrollado una vacuna recombinante que inmuniza frente a
la viruela, y que es segura y barata. Ademds con esta técnica se han obtenido
vacunas viricas frente a la gripe, la polio y el herpes. También han sido aislados
antigenos proteicos de la superficie de los virus del SIDA (HIV, virus de la in-
munodeficiencia humana), que inducen anticuerpos en los roedores. La demos-
tracién de que estos anticuerpos matan los virus fundamenté el camino para
el desarrollo de vacunas mediante técnicas de DNA recombinante, La primera
vacuna experimental frente al SIDA, basada en versiones recombinantes del an-
tigeno del virus HIV producido mediante cultivo de células de insectos, fue apro-
bada para ensayo clinico en 1987 por la US Food and Drug Administration.

La primera vacuna obtenida mediante ingenieria genética fue la de la pseu-
dorrabia, un virus del tipo herpes que infecta a los cerdos, ¥ que fue introduci-
da en 1986. También se han desarrollado otras vacunas veterinarias mediante
técnicas de DNA recombinante. A medida que nuestro conocimiento acerca de
las estructuras moleculares, que son las responsables de la inmunogenicidad,
aumenta, se incrementa el desarrollo potencial de vacunas sintéticas seguras (por
ejemplo utilizando cadenas cortas de aminodcidos que imitan los centros rele-
vantes de una proteina que recubre aj virus).

Anticuerpos monoclonales

Cuando el cuerpo es invadido Por una substancia extrafia, tal como un virus
0 una célula microbiana, algunas células blancas de la sangre, las denominadas
linfocitos B, responden produciendo cientos de tipos de anticuerpos que se unen
selectivamente al material invasor. Por tanto, las técnicas de inmunizacién se
han utilizado como un medio de desarrollar resistencia natural a los organis-
mos patégenos. Asimismo, los anticuerpos contenidos en antisueros, se han uti-
lizado ampliamente en medicina para diagnosis y también en la terapia de algu-
nas enfermedades humanas seleccionadas. En 1975, Kohler y Milstein desarro-
llaron la tecnologia bésica para la produccién de anticuerpos monoclonales, pre-
paraciones de anticuerpos especificos individuales producidos por células deri-
vadas de un tinico antepasado o clon. Los anticuerpos monoclonales, al tener
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una especificidad ligadora alta a un iinico centro (epito!::o) en una molécul{a 0
en un antigeno de la superficie celular, son capaces de d][c'ere_nn:lar Fmre antige-
nos relacionados que pueden diferir \inicamente en ese tinico epitopo. -

Los anticuerpos monoclonales se utilizan ampliamente en forma de kns.cn
andlisis clinicos para la deteccién de situaciones y enfermedades que van desde
la gestacion hasta el cdncer y han sido probados como marca'dores dtf.- la eqfe;—
medad o de los dafios producidos dentro del cuerpo {dla:gnéstlct? me'dlante ima-
genes). Quizas tengan alin mayor significado las potenmale.s aplicaciones Eic los
anticuerpos monoclonales a nivel terapéutico. Entre los ejemplos de anticuer-
pos monoclonales comercializados se incluye un produ.ctc.i que bloq.uea el re-
chazo del rifién después de su transplante y otro que.el_nnlna cualql{ler exceso
potencialmente peligroso de la droga digitalina, admn'.nstr'ada a pacientes con
trastornos cardiovasculares. También tienen muchas aplicaciones fuera de la me-
dicina. En 1987 el mercado de los anticuerpos monoclonales representd unos
300 millones de ddlares, con mds de 100 productos a la venta, y e_sperandose
que alcance los mil millones de délares en 1990, y cuando estos antlfzuer.]al()s se
empleen a nivel terapéutico, quizds a mitades de los noventa, los 7 mil millones
de dodlares anuales.

DESARROLLO DE LOS HIBRIDOMAS

Los hibridomas son células capaces de producir anticuerpos monoclo_nales
y de dividirse, y se obtienen por fusién de linfocitos B (rfapaces de _producu an-
ticuerpos) con células cancerosas (capaces de reproducm_se). Fl n.nelc.t:pa.com-
pafiero de la fusion confiere una capacidad de reproduccidn in wirm ﬂn_-mtada,

Se incuba una linea celular madre mieloma, que carece del enzima hlpoxarf—
tin fosforribosil transferasa (HPRT) con células de bazo obtemépdose del am
mal una vez inmunizado con el antigeno deseado. La incorporacién de pol{etn-
lenglicol al medio de incubacién promueve la fusién de las células, p_rodumen-
do células hibridas. Las células se separan después de unos pocos mmuto.s, se
suspenden en un medio de cultivo que contiene suero t_‘etal de _lemera: y se d3§tr1:
buyen en placas con pocillos. Se afiaden al rr!echo _an'_m.loptenna e hlpmfantma_..
el medio de post-fusién (HAT) también c%nuene timidina, que proporciona pi-
imidi iante la ruta de recuperacion. :
rlmmﬁllslea:lde bazo normales no pueden proliferar en el medio de :iultwo.
De la misma forma, debido a la deficiencia de HPRT, las células de mieloma
mueren en presencia de aminopterina, agente antifolato que bloquea la ruta al-
ternativa de las células para la sintesis de nucledtidos. En consecuencia, unica-
mente las células fusionadas sobreviven y se desarrol]an.en colonias visibles.
Los sobrenadantes de estas células de hibridoma se analizan para detectar la
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presencia de anticuerpos monoclonales, que reaccionan con el antigeno inmu-
nizante deseado, ensayindose cultivos seleccionados para la especificidad fren-
te al anticuerpo. Los hibridomas productores de los anticuerpos se clonan y se
almacenan en nitrdgeno liquido.

PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Un clon particular de hibridoma puede inyectarse en ratones, en los que cre-
ce en el liguido ascitico de la cavidad peritoneal, a partir de la cual pueden re-
cogerse facilmente los anticuerpos. De esta forma puede producirse una con-
centracion de anticuerpos superior a 10 mg ml ™', y un ratén puede suministrar
suficiente anticuerpo monoclonal como para preparar mas de 20.000 kits para
diagndstico, puesto que para cada andlisis se requieren tinicamente cantidades
mintsculas. En aplicaciones terapéuticas se necesitan cantidades mucho mas ele-
vadas y en consecuencia ha sido necesario evolucionar hacia la produccion in
vitro de anticuerpos monoclonales por métodos de fermentacién. Por ejemplo
una compaiia, Charles River Biotechnical Services en USA, produjo en 1985
unos 3 kg de anticuerpos monoclonales en liquido ascitico de ratén. Conside-
rando que la produccion de 1 g de anticuerpo monoclonal necesita de 200 a
500 ratones, con lo que representan de costos en cuanto a tiempo y cuidados,
se puede apreciar la escala de produccidn necesaria para obtener 3 kg/afio in vivo.

La empresa Celltech (Inglaterra) fue en 1986 la productora de anticuerpos
monoclonales con mayores sistemas de cultivo celular, al disponer de dos fer-
mentadores de 1.000 litros, ademds de un reactor de 200 litros y varios de 100
litros. Sin embargo, la principal desventaja de los sistemas convencionales de
fermentacion de cultivos celulares consiste en que las células de mamifero no
pueden mantenerse a densidades superiores a 2 % 10°ml ™', En estas condicio-
nes las concentraciones tipicas de anticuerpos monoclonales obtenidas son in-
feriores a 75 ug ml~'. Por consiguiente, un objetivo substancial ha sido el de
desarrollar nuevos métodos de cultivo de células de mamiferos que incrementa-
sen tanto la densidad celular como la concentracion del producto, Monsanto
Corporation desarrollé un sistema de cultivo continuo para la produccién de
anticuerpos monoclonales, con un volumen de reactor de 16,5 litros equivalente
en capacidad al fermentador discontinuo convencional de 1.000 litros. En pri-
mer lugar, las células crecen en un sistema de perfusién quimostdtico, se con-
centran, se mezclan con una matriz en una proporcién 1:10 y se colocan en un
reactor cilindrico, equipado con una serie de tubos porosos por los que circula
el medio a través del cultivo y con una membrana semipermeable capaz de per-
mitir el suministro de O y la eliminacién de CO; (Fig. 10.14). Charles River
extendio esto a la produccién in vitro a gran escala mediante el sistema Opticel,
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Fig. 10.14. Reactor de mantenimiento estatico desarrollado en Monsanto (reproduci-
do con permiso de Van Brunt, 1986b).

en el cual las células de hibridomas se inmovilizaban en una matriz ceramica.
Bio-Response (USA) es capaz de producir hasta 150 g de anticuerpo monoclo-
nal por dia a partir de un cultivo medio de hibridomas de raton que crecen en
un reactor de fibra hueca de 400 litros. Las densidades celulares se mantienen
por debajo de 5 x 10" ml ™', Las ventajas de este sistema son que las células
parecen necesitar menores concentraciones de suero que las necesarias en un
cultivo discontinuo normal, permitiendo utilizar medios de cultivo definidos qui-
micamente con bajo contenido de suero. Damon Biotech (USA) ha desarrolla-
do una tecnologia de microencapsulado de células especial basado en la inmo-
vilizacion de las células hibridoma en esferas huecas de alginato de sodio gelifi-
cado. Las células pueden crecer, y migran dentro de la microcdpsula, y el tama-
fio de poro estd regulado para facilitar la difusién del nutriente y los metaboli-
tos en tanto que retienen el anticuerpo. Las microcdpsulas se cultivan en reacto-
res de 40 litros equipados con agitadores de velocidad variable, lineas de sumi-
nistro de O3 y aire/CO; y de salida de productos agotados, y alimentados conti-
nuamente con el medio durante las 2-3 semanas que dura el proceso. Durante
este periodo, la concentracion de células y de anticuerpos monoclonales dentro
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de la microcdpsula se incrementa hasta superar las 10* células ml = ' y los 3 mg
ml ' respectivamente (Fig. 10.15),

DESARROLLO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES MEJORADOS

Los ensayos terapéuticos limitados con anticuerpos monoclonales de ratéon
han demostrado ser efectivos a dosis bajas, y su toxicidad es también muy baja.
Sin embargo, las proteinas de ratén son inmunogénicas en los humanos y los
pacientes desarrollan rdpidamente anticuerpos antirratén que reaccionan entre-
cruzadamente. Aunque se pueden obtener hibridomas humanos, la eficacia de
la transformacién es muy baja y la estabilidad de la produccién de anticuerpos
monoclonales es variable, por lo que se han desarrollado diversos métodos que
permiten a los anticuerpos monoclonales humanos y a los anticuerpos hibridos
(parte humana, parte derivada del ratén) expresarse en lineas celulares de ra-
ton. Los anticuerpos normales consisten en 4 subunidades, dos cadenas pesa-
das idénticas y dos cadenas ligeras idénticas. Se estd desarrollando una segunda
generacion de anticuerpos que contienen una unica cadena, y que son molécu-
las recombinantes, producidas en la actualidad en E. coli, que consisten en por-
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Flg. 10.15. Crecimiento de células de hibridoma y produccién de anticuerpos mono-
clonales en microcdpsulas (reproducido con permiso de Posillico, 1986).
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ciones de regiones variables de cadenas ligeras y pesadas de un anticuerpo uni-
das covalentemente a una molécula mediante un péptido espaciador (Fig. 10.16).
Las ventajas de estos anticlerpos son su menor tamafo, su mayor estabilidad
y el menor costo de produccién del cultivo microbiano frente al cultivo de célu-
las de mamiferos.

Otros productos de cultivo de células de mamiferos

Ademas de la produccién de vacunas viricas y anticuerpos monoclonales,
los sistemas de cultivo de células de mamiferos estdn siendo desarrollados o se

Anticuerpo de una Unica cadena

Anticuerpo 1gG tipico

Fig. 10.16. Una nueva cadena sencilla de anticuerpo consistente en la porcién variable
de una cedena ligera y una porcién variable de una cadena pesada conectadas por un
péptido. Los centros de uni6n al antigeno estdn en el lado derecho de cada estructura

(reproducido con permiso de Klausner, 1986).
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utilizan actualmente para manufacturar una gran variedad de productos, espe-
vialmente para diagndstico y cuidado de la salud del hombre y los animales.
I'n 1o Tabla 10.]1 se muestran una serie de productos farmacéuticos asi como
sus aplicaciones. Se espera que el mercado mundial de hormonas humanas, in-
suling, hormona del crecimiento, hormona de la fertilidad, factor de crecimien-
1o epitelial y estrogenos pueda alcanzar los 1,9 billones de $ en 1991. Es de su-
poner también que el mercado del activador del plasmindgeno, de la
interleukina-2, del interfer6n y de otras linfokinas se desarrolle rdpidamente y,
con procesos basados en el cultivo de células animales y la fermentacion de ce-
pas bacterianas recombinantes, tecnologias que puedan competir unas con otras.
Las técnicas de cultivo celular a gran escala utilizan biorreactores similares a
los usados en la produccion de anticuerpos monoclonales. En la seccién siguiente
se mostraran mas ejemplos acerca de los procesos de produccion de interfero-
nes mediante cultivo celular.

El desarrollo de sistemas genéticos de alto nivel ha permitido insertar los
genes de interés dentro de lineas celulares establecidas con objeto de conseguir
la produccion de compuestos tales como los interferones humanos, la hormona
del crecimiento humana y el factor-VIII del plasma humano. Una de las princi-
pales ventajas del cultivo celular como huésped es que las proteinas pueden ser
procesadas exactamente como en el organismo (con glicosilacion si es necesa-
rio) y pueden ser secretadas en la conformacion correcta en el medio. Las difi-

Tubla 10.1. Productos obtenidos mediante cultivo de células de mamiferos y
aplicaciones/tratamientos (reproducido con permiso de Ratafia, 1987)

Producto Enfermedad/condicion

Linfokinas Infecciones virales
Eritropoietina Anemia, hemodidlisis
Insulina recombinante Diabéticos dependiente de la insulina

Células beta Diabéticos

Uroguinasa Codgulos sanguineos

Factor estimulante de los granulocitos Heridas severas

Activador tisular del plasmindgeno Ataques cardiacos, para supervivencia
hasta ¢l hospital

Factor de transferencia Esclerosis miltiple

Proteina C Cirugia de la cadera, deficiencia de proteina C

Factor de crecimiento epidérmico Quemaduras

Factor VIII Hemofilia

Hormona del crecimiento humano Deficiencia pituitaria

Ortoclon Rechazo del trasplante de rifion
Interferdn alfa Leucemia de las células pilosas

£l
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cultades presentadas en el cultivo de células sensibles a las fuerzas de cizalla
han sido resueltas mediante el desarrollo de biorreactores con fuerzas de cizalla
baja y con un buen control medioambiental. La desventaja que representa el
costo de emplear medios que contienen suero ha sido superada con el desarro-
llo de los medios definidos.

Agentes anticancerosos

La quimioterapia contra el cancer se ha dirigido hacia el descubrimiento de
agentes citotdéxicos capaces de inhibir la divisién de las células de los mamife-
ros. El mercado mundial total de anticancerigenos excedid los mil millones de
délares en 1987, v se supone que para finales del siglo alcanzard los 27 mil mi-
llones. Los agentes derivados de fermentaciones representan del 30 al 45 % de
las drogas antitumorales més corrientes. Muchos de los anticancerigenos pro-
ducidos por microorganismos y células de mamifero transformadas estdn en las
primeras etapas de su evaluacién como farmacos. En esta seccion se van a revi-
sar diversos ejemplos acerca de la producciéon mediante biotecnologia de cito-
téxicos utilizando microorganismos y células animales.

La adriamicina, un antibidtico de la familia de la antraciclina, producido
por Streptomyces peucetius, ha encabezado las ventas de todos los agentes anti-
cancerosos en USA durante varios afios. También se han producido comercial-
mente enzimas que eliminan los aminodcidos esenciales y no esenciales para el
tratamiento de leucemias y tumores sélidos humanos. La L-asparraginasa ha si-
do el enzima terapéutico antineopldstico que mas éxito ha tenido, prefiriéndose
la asparraginasa obtenida del suero de cobaya a los enzimas de E. coli o Erwi-
nia carotovora a causa de su reducida antigenicidad. Puede predecirse que la
demanda de productos como el interferén y los anticuerpos monoclonales para
el tratamiento de tumores de pulmén, mama, colon y préstata, y ciertos tipos
de leucemias y linfomas crezca a mayor velocidad en los proximos afios. En la
actualidad se estdn probando clinicamente algunos anticuerpos monoclonales.

ANTRACICLINAS

La daunorrubicina, el primer antibidtico de la familia de las antraciclinas
efectivo clinicamente, fue aislado en 1963 a partir de Streptomyces coeruleoru-
bidus, y se utilizé primeramente para el tratamiento de la leucemia aguda. La
doxorrubicina (conocida comercialmente como Adriamicina) se obtuvo como
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un intento de mejorar la anterior, por mutacion del S. peucetius. Estas antraci-
clinas manifiestan una toxicidad cardiaca acumulativa, dependiente de la dosis
¢ irreversible, por lo que, en consecuencia, se aislan o producen semisintética-
mente muchas otras antraciclinas con el fin de obtener un agente eficaz con car-
diotoxicidad reducida; en la Figura 10.17 se muestran sus estructuras.

En la Figura 10.18 se muestra un proceso de fermentacion para la produc-
cion de daunorrubicina. El medio de cultivo contiene almidén o glucosa como
fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno complejo como harina de soja, solu-
bles de destileria, extracto de levadura y harina de pescado y sales inorganicas.
La aireacion se mantiene a 0,5 vvm y la velocidad punta del agitador debe ser
de 750 pies min ~ ' en fermentadores de produccién. El producto se obtiene en
forma de glicosido. La acidificacién del caldo entero después de la fermenta-
¢ién, lisa las células e hidroliza los glicésidos a daunorrubicina.

Debido a su potencial toxicidad, debe evitarse la exposicion a liquidos que
contengan material citotéxico mediante el empleo de una tecnologia de aisla-
miento apropiada en los procesos de produccién y purificacidn,

INTERFERON

Los sistemas de produccion de interferon a partir de leucocitos y fibroblas-
tos diploides son ejemplos de los recientes procesos en el cultivo de células de
mamiferos para la produccién de agentes anticancerigenos.

Los fibroblastos diploides se incuban en frascos y botellas de cultivo girato-
rias para conseguir un crecimiento a confluencia. Estas células pueden ser in-
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Fig. 10.17. Estructuras de la daunorrubicina (R = H) y doxorrubicina (Adriamicina)
(R = OH).
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Fig. 10.18. Produccién de daunorrubicina mediante cultivo sumergido de Streptomy-
ces peucetius (reproducido con permiso de Flickinger, 1985).

ducidas a producir interferon de fibroblastos humanos (HulFN-3) mediante ex-
posicién a poli I:C (dcido poliinosinico-policitidilico); los rendimientos se ele-
van por tratamiento con 100 U ml ~' de HuIFN-g previamente a la induccién
con poli I:C. Las células dependen del anclaje, por lo que el principal problema
para el aumento de escala del proceso consiste en la provision de una superficie
adecuada para el crecimiento. Los métodos utilizados incluyen el empleo de fras-
cos, botellas giratorias, placas, fibras y microsoportes estacionarios en reacto-
res tipo tanque con agitacién. Los indculos para las sucesivas etapas son gene-
ralmente del 20 al 25 %, obteniéndose concentraciones finales de células de 2
a5 x 10° células ml~'. Los rendimientos tipicos de HulFN-8 son de 3,2 x
10* Uml™".

El interferén de leucocitos (HulFN-«) se produce a partir de suspensiones
de leucocitos empleando HulFN-« como activador y el virus de la enfermedad
de Sendai o Newcastle como inductor. Los leucocitos sensibilizados se recupe-
ran a partir de sangre entera y se purifican mediante el empleo de cloruro améni-
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¢o. Los rendimientos de HulFN-« oscilan entre 20.000 y 60.000 Uml ~'. En la
Figura 10.19 se muestra el proceso de produccién de interferon.

Aunque los resultados del interferon como droga antitumoral frente a tu-
mores solidos no son especialmente alentadores, ha demostrado ser vdlido para
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la terapia de algunos tipos raros de cancer, especialmente de la leucemia de las
células pilosas.

Otros agentes farmacoldgicos microbianos

Las investigaciones en biologia molecular han dado lugar al descubrimiento
de nuevas generaciones de productos farmacoldgicos microbianos y también a
la identificacidon de nuevas bioactividades de productos microbianos caracteri-
zados previamente. Entre estos productos se incluyen agentes antiinflamatorios,
inhibidores de enzimas, inmunodepresores, inmunoestimulantes y agonistas y
antagonistas de hormonas. La estructura de algunos de estos compuestos estd
relacionada con la de algunos antibiéticos, Muchos se producen de forma na-
tural o son metabolitos secundarios modificados quimicamente y tienen una gran
variedad de modos de accién incluyendo la unidn al receptor, la interaccién con
la membrana o la pared celular, la unién a acidos nucleicos, o la activacién o
inhibicién de enzimas. El empleo de programas eficaces de deteccién de bioac-
tividad in vitro se considera como un requisito para el descubrimiento con éxito
de nuevos agentes. El clonado de genes facilita la construccién de sistemas ba-
sados en células disefiados para detectar moléculas con nuevas actividades bio-
quimicas. Los receptores y ligandos son facilmente accesibles a través del clona-
do y la expresién de genes eucariotas, y los sistemas de deteccion disefiados in-
cluyen metodologias como el ELISA. Se estd intensificando la bisqueda de me-
tabolitos secundarios, no antibidticos, activos a nivel farmacolégico. Muchas
compaifiias farmacéuticas consideran este momento como el comienzo de una
segunda gran era semejante a la «era de oro de los antibidticos» de los afios
cuarenta-cincuenta de este siglo.

Produccién de shikonina por cultivo de células vegetales

La shikonina y sus derivados (Fig. 10.20) se encuentra en la raiz de la planta
Lithospermum erythrorhizon, utilizada tradicionalmente en Jap6n como medi-
cina, debido a los efectos antiinflamatorios y antibacterianos de la shikonina.
Este compuesto, que es un pigmento del tipo de la naftoquinona, de color rojo
brillante, se utiliza también en cosmética. La planta fue importada al Japén desde
China y Corea para la preparacion de shikonina pura que tiene un valor de 4.500
$/kg.
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Fig. 10.20. Estructura de la shikonina y sus derivados.

Tabla 10.2. Medio y otros pardmetros para la produccion de derivados de shi-
konina mediante suspensiones de cultivos de Lithospermum erythrorhizon
(Fujita y Hara, 1985)

Medio (mg/1)

Ca(NO;i,4H,0 1388  Cu$O¢5H,0 0.6
KNO; 160  Na,MoOy4-2H,0 0.004
KCl 130 NaFe-EDTA-3H,0 3.6
NaH,;P0O,;-2H,0 38 KI 1.5
MgSO, 7H,0 1500 Na;SOy 2960
ZnSO,4H,0 B Sacarosa 40000
HBO, 9 Acido 3-indolacético 3.5
Pardmetros del cultivo

Temperatura de incubacidon (°C) 25 Rendimiento celular (g/1) 17.5
Concentracién del indculo

{g. peso seco/l) 5.6 Contenido de shikonina en la célula (%)
Kath™" 12 Rendimiento de shikonina (mg/1)

Se ha establecido una linea celular que puede acumular hasta el 15 % de
la biomasa en forma de producto, optimizando la productividad a través de un
programa de desarrollo del cultivo celular. El proceso de produccion consiste
en una fermentacion en dos etapas; en la primera etapa para el desarrollo de
la biomasa, se dejan crecer las células en un fermentador de 200 litros durante
9 dias; después las células se recolectan y se transfieren a un recipiente de pro-
duccion de shikonina de 750 litros de capacidad y se incuban 14 dias. El rendi-
miento de shikonina y derivados es muy sensible a las interrelaciones existentes
entre el suministro de oxigeno, la cantidad de inéculo y la concentracidn de los
constituyentes en el medio. Los metabolitos secundarios de las células vegetales
no son secretados al medio, sino que son retenidos en vacuolas y organulos. Los
derivados de la shikonina se separan de las células mediante extraccion con eta-
nol. En la Tabla 10.2 se muestran las condiciones de produccién que conducen
a un rendimiento de 2,31 g de derivados de shikonina por litro de cultivo,

Capitulo 11

Enzimas industriales

Aplicaciones de los enzimas

La mayoria de los enzimas utilizados en la industria son enzimas extracelu-
lares de origen microbiano. Las proteasas constituyen aproximadamente el 50 %
del mercado de los enzimas microbianos. El empleo de una serin proteasa alca-
lina obtenida a partir de Bacillus licheniformis en los detergentes es la aplica-
cién comercial dominante de las proteasas, seguida por el uso de cuajo de Mu-
cor miehei en la manufactura del queso, siendo también significativa la utiliza-
cién de la proteasa fingica de Aspergillus oryzae para la modificacion de la
masa del pan y de las galletas.

Las principales aplicaciones de los enzimas extracelulares que degradan el
almidén consisten en la conversion de almidon en jarabes que contienen gluco-
sa, maltosa y oligosacdridos, en la produccién de aziicares fermentables en cer-
veceria y en la obtencién de bebidas alcohdlicas y en la modificacién de la hari-
na de panaderia. Entre los enzimas comercialmente importantes utilizados en
una o mas de estas aplicaciones destacan las a-amilasas del Bacillus lichenifor-
mis, Bacillus amyloliquefaciens y Aspergillus oryzae y la amiloglucosidasa de
Aspergillus niger.

Las cepas de A. niger producen principalmente pectinasas y hemicelulasas.
Los componentes mayoritarios de las pectinasas son la pectin esterasa, la endo-
polimetilgalacturonato liasa y la poligalacturonasa. En los procesos de extrac-

233
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¢ion de zumo de frutas y de elaboracién del vino, la pectinasa eleva el rendi-
miento de zumo, reduce la viscosidad, y mejora la extraccion del color de las
pieles v de las frutas y vegetales macerados.

Las celulasas comerciales producidas por cepas de Trichoderma reesei, Pe-
nictllium funiculosum y Aspergillus niger, tienen en la actualidad unas aplica-
clones limitadas en el procesado de alimentos, en cerveceria, en la produccidn
de alcohol y en el tratamiento de desechos. Su mayor potencial comercial con-
siste en la conversién de la lignocelulosa y la celulosa de la madera en glucosa.
Los componentes mds importantes de la celulasa son la celobichidrolasa, que
tiene mayor afinidad por la celulosa cristalina, la endo-§-1,4-glucanasa y la ce-
lobiasa. Los Penicillium emersonii producen una 3-1,3; 1,4-glucanasa con apli-
caciones importantes en la hidrélisis de los g-glucanos de la cebada.

Otros enzimas extracelulares microbianos importantes son las lipasas fingi-
cas vy de levaduras v las lactasas y dextranasas fungicas.

La glucosa isomerasa es el enzima intracelular comercial glés utilizado en
la industria alimentaria, para convertir laiglgggg en fructosa durante la pro-
duccién de jarabes de maiz ricos en fructosa. Las lactasas comerciales bacteria-
nas y de levaduras producidas con Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragi-
lis y Bacillus spp también son enzimas intracelulares. Los enzimas intracelula-
res se emplean también como reactivos de diagnodstico clinico, en ingenieria ge-
nética, en investigacion y en la biotransformacién de productos quimicos y far-
macéuticos. La hexoquinasa, la glucosa oxidasa, la glucosa-6-fosfato deshidro-
genasa y la colesterol oxidasa son ejemplos importantes de enzimas microbia-
nos utilizados en diagndstico clinico,

Las biostransformaciones han sido definidas como modificaciones enzima-
ticas selectivas de compuestos puros en productos finales especificos o en com-
puestos intermedios, y pueden implicar el empleo de enzimas aislados o de cé-
lulas enteras en forma libre o inmovilizada. Existen muchos ejemplos de enzi-
mas utilizados en las reacciones de biotransformacion. Por ejemplo, la penici-
I{n acilasa se utiliza para hidrolizar las cadenas laterales de la penicilina produ-
ciendo dcido 6-aminopenicildnico (6-APA) y las I-aminodcido acilasas se usan
en la preparacion de L-aminodcidos resueltos a partir de mezclas racémicas de
DL-aminodcidos acilados. Unicamente la forma L se desacetila, permitiendo se-
parar la forma D, rerracemizarla y reutilizarla como substrato. Los grupos més
importantes de biotransformaciones enzimdticas son probablemente los utili-
zados en la industria farmacéutica, principalmente en las transformaciones de
esteroles (véase Capitulo 10).

Los enzimas no microbianos mas notables son la papaina, presente en la
planta Carica papaya, utilizada en cerveceria y en el procesado de alimentos,
y la quimosina, extraida del cuarto estémago de las terneras sin destetar utiliza-
da en la manufactura del queso. Ademads de estos, los cereales malteados, utili-
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zados en cerveceria, son una fuente de «- y 3-amilasas, proteasas y g-glucanasas
para la licuefaccion, sacarificacion y extraccion de azumrcs fgrmcnlablcs y
nutrientes. ——

La gran mayoria de los enzimas microbianos exlracelularc-. se utilizan en for-
ma de enzimas solubles libres y no se recuperan para su reutilizacién. El costo
del tratamiento enzimético por lote de substrato es relativamente bajo y la recu-
peracion del enzima o el empleo de enzimas inmovilizados no es en general efi-
caz en términos de costo. Por el contrario, un niimero considerable de reaccio-
nes, llevadas a cabo en la industria mediante enzimas intracelulares implica el
uso de enzimas inmovilizados o células enteras inmovilizadas o libres, que pue-
den reciclarse. Las glucosas isomerasas comerciales se preparan mediante inmo-
vilizacion de células que contienen el enzima o por la inmovilizacién del enzi-
ma aislado en soportes sintéticos, dependiendo del fabricante.

Los costos globales de produccidn de los enzimas intracelulares son subs-
tancialmente mayores que los de los enzimas extracelulares, debido a los mayo-
res costos de aislamiento y purificacién y en consecuencia, con frecuencia es
econdmicamente rentable la reutilizacion del enzima en forma inmovilizada. La
principal ventaja del empleo de células libres o inmovilizadas en las biotrans-
formaciones es que se evitan los costos de aislamiento del enzima. Sin embargo,
el sistema celular debe permitir velocidades adecuadas de penetracién y difu-
sién del substrato hacia adentro y del producto hacia afuera, y ademas que las
células y las reacciones implicadas en la formacién de subproductos indesea-
bles puedan ser inhibidas o minimizadas. Los sistemas de biotransformacién
celular pueden ser particularmente aplicables a situaciones en las que el enzima
implicado esta asociado a la membrana o necesite cofactores especificos o en
los casos en los que esté implicado méds de un enzima.

Los sistemas basados en el empleo de enzimas inmovilizados aislados o de
células inmovilizadas son ventajosos para la produccién de productos muy pu-
ros libres de enzimas residuales. La inmovilizacién del enzima o su retencién
en células inmovilizadas incrementa generalmente su estabilidad.

Nuevos avances

PROCESOS RELACIONADOS CON LOS DERIVADOS LACTEOS

Los cuajos microbianos, més baratos que el de ternera (quimosina) se utili-
zan en la produccién de mds de la tercera parte de los quesos comercializados
en el mundo. Los primeros cuajos microbianos eran relativamente estables al
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culor comparados con los de ternera, por lo que permanecian activos en el que-
50 dando lugar a la aparicién de olores desagradables y a un menor rendimien-
to, Pl tratamiento quimico del cuajo de M. miehei con agentes oxidantes, como
por ejemplo H;0;, da lugar a un enzima con unas propiedades frente a la tem-
peratura semejantes, ¥ que produce quesos de una calidad y rendimiento simi-
lares a los obtenidos con la quimosina. Muchas compafiias e institutos de inves-
ligacidn en biotecnologia han realizado investigaciones encaminadas a produ-
cir quimosina mediante ingenieria genética de bacterias y hongos.

La lactosa presente en la leche y el suero es menos soluble y menos dulce
que sus monosacaridos componentes, glucosa y galactosa. Aunque existen apli-
caciones significativas para la lactasa inmovilizada o soluble (Tabla 11.1) el de-
sarrollo comercial de estos procesos se ha visto frenado por el alto costo del
enzima. Para superar este problema, Tetra Pak International desarrolld el siste-
ma Tetra Lacta® System, consistente en afiadir a la leche esterilizada una pe-
quefa cantidad de enzimas que da lugar a la hidrdlisis del 80 % de la lactosa
de la leche empaquetada en un periodo de una a dos semanas.

Pueden afiadirse a los quesos enzimas industriales con objeto de aumentar
¢l efecto de los enzimas secretados por los cultivos starter en el desarrollo del
aroma y sabor del queso. Por ejemplo, la proteasa de B. amyloliquefaciens esti-
mula la maduracién del queso cheddar y las lipasas desarrollan aromas y sabo-
res fuertes en los quesos italianos; recientemente el enzima sulfhidril oxidasa
se ha utilizado para eliminar el aroma indeseable debido a los tioles que se for-
man en la leche UHT.

Tabla 11.1. Principales aplicaciones de las lactasas

Materia prima Producto Comentarios
Suero Alimentos animales Permite la incorporacién de
mds suero

Impide la cristalizacién de la lac-
tosa en el suero concentrado

Suero con lactosa Utilizado como ingrediente en
hidrolizada panaderia, reposteria y
heladeria
Suero desproteinizado  Filtrados con lactosa PT‘?Plcdades similares a las de los
hidrolizada Jarabes de glucosa del equivalen-
te dextrosa del medio
Leche Leche con lactosa Incrementa el poder edulcorante
hidrolizada Impide la cristalizacién en las

leches concentradas
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CERVECERIA E HIDROLISIS DEL ALMIDON

En la cerveza normal, de un tercio a un cuarto de los carbohidratos del mos-
to se encuentran en forma de dextrinas limite, que no fermentan y permanecen
como tales en el producto final, Sin embargo, la glucoamilasa de A. miger hi-
droliza estas dextrinas a azicares fermentables, 1o que permite obtener un mos-
to mas diluido, que con menor contenido calérico produce el mismo nivel de
alcohol que la cerveza normal. El enzima puede anadirse al mosto a dosis altas
a una temperatura de trabajo de 65 °C antes de la ebullicién, o bien al fermen-
tador a dosis bajas dejdndolo actuar durante todo el proceso de fermentacion.
La desventaja de éste tiltimo sistema es que las temperaturas normales de paste-
rizacién no inactivan el enzima, lo que puede crear problemas de estabilidad
durante el almacenamiento de la cerveza. Una posible solucién de este inconve-
niente podria ser la inmovilizacién de la glucoamilasa.

Un intento reciente de emplear los enzimas en la industria de la cerveceria
consiste en hacer que las levaduras excreten estos enzimas durante el proceso
de fermentacién. Los Saccharomyces diastaticus, distintos de los S. cerevisiae
en tanto gue producen glucoamilasa, no son aptos para cerveceria puesto que
producen malos olores y su glucoamilasa es demasiado estable frente a la tem-
peratura. Otras levaduras, las Schwanniomyces castelli, poseen glucoamilasa con
la importante caracteristica de que puede ser inactivada a las temperaturas nor-
males de pasterizacién. Por tanto, el objetivo consistird en introducir mediante
ingenieria genética este enzima dentro de las 8. cerevisige. Otras investigaciones
en curso se basan en el clonado de la §-glucanasa, en proteasas que estabilicen
la cerveza frente al frio y de otros enzimas de S. cerevisiae.

Durante la maduracién de la cerveza, la transformacién oxidativa del «-
acetolactato en diacetilo y la reduccion del diacetilo a acetoina son etapas limi-
tantes de la velocidad del proceso global (Fig. 11.1). Sin embargo, la adicion del

CHy;—C—C—CHy

Transformacion _g. ” [l Reductasas de
axidativa 0o 0 las levaduras
Diacetilo
|COOH T
Acetolactato
CHS_ﬁ_cI: CHy decarboxilasa . CHS_ﬁ_T_CHS
O OH 0 OH
a-Acetolactato Acetolna

Fig. 11.1. Conversién del a-acetolactato en acetoina.
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enzima acetolactato decarboxilasa a la cerveza recién fermentada evita la for-
macion de diacetilo y hace posible acelerar substancialmente el proceso de ma-
duracion, por lo que se intentan encontrar fuentes adecuadas de este enzima.

La glucoamilasa se emplea junto con la a-amilasa estable a alta temperatu-
ra en la licuefaccion/sacarificacion del almidon a glucosa. Aunque la glucoa-
milasa hidroliza los enlaces glicoliticos a-1,4 y o-1,6- la velocidad de ruptura
de este segundo tipo de enlaces es lenta. El empleo de enzimas desramificantes,
como pululanasa, que hidroliza preferencialmente los enlaces o-1,6; incrementa
de forma significativa la velocidad de sacarificacién. La primera pululanasa in-
troducida comercialmente, derivada del Aerobacter aerogenes, tiene un pH 6p-
timo de aproximadamente 6,0 y no es muy eficaz a los pH de 4-4,4 necesarios
para la sacarificacion por la glucoamilasa. Recientemente se ha comercializado
una pululanasa de Bacillus acidopullulyticus con unas propiedades de activi-
dad/estabilidad frente al pH y la temperatura adecuadas para el proceso dé
sacarificacion.

DEGRADACION DE LOS POLISACARIDOS DE LAS PAREDES CELULARES VEGETALES

En los procesos enziméticos basados en la degradacion de tejidos vegetales
no lignificados, como frutas y verduras, se han obtenido avances significativos.
Las paredes celulares estdn compuestas por fibras de celulosa y hemicelulosa
asociadas embebidas en una matriz péctica. Las hemicelulasas y celulasas co-
merciales convencionales no son capaces de licuar completamente estos mate-
riales complejos, ya que, para la degradacidn total se necesitan varios enzimas,
entre ellos celulasas, glucanasas, galactanasas, arabinasas y pectinasas. El me-
jor conocimiento de las propiedades de estos enzimas y de los organismos que
los producen ofrecerd el potencial para la produccién de una gran variedad de
enzimas que pueden facilitar (a) el encauzamiento de los enzimas hacia la de-
pradacion de tejidos especificos mientras que deja inalterados a los otros, (b)
la maceracion y disolucidn total de los tejidos y (c) la degradacién total de los
polisacdridos en monosacéridos.

La degradacion enzimaética de la lignocelulosa atin no es econdmicamente
rentable, debido principalmente a la resistencia de la lignina al ataque biol6gi-
co. Como la celulosa cristalina de la madera estd embebida en la lignina, est4
protegida frente a la hidrélisis por las celulasas; por consiguiente, deber4n dise-
flarse métodos econdmicamente rentables para romper estos complejos de lig-
nocelulosa de forma que la celulosa pueda quedar expuesta al ataque enziméti-
co. La hidrélisis de la celulosa requiere el sinergismo de tres importantes enzi-
mas: la celobiohidrolasa, que actua sobre la celulosa microcristalina, la endo-
glucanasa, que ataca las regiones amorfas de las fibras de celulosa y los 1,4-8-
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glucanos, mas solubles, y la S-glucosidasa que hidroliza la celobiosa, producto
de los dos primeros enzimas, a glucosa. En las preparaciones enzimdticas co-
merciales mas eficaces, producidas por Trichoderma reesei, la actividad de los
dos primeros enzimas estd inhibida por la celobiosa. Ademads, este organismo
produce tinicamente niveles bajos de $-glucosidasa que, al eliminar la celobio-
sa, reduce su capacidad inhibitoria. La 8-glucosidasa resulta a su vez inhibida
por el producto, la glucosa. Esta inhibicién por el producto impide el desarrollo
de procesos enzimdticos para la produccién de glucosa a partir de celulosa, por
lo que es necesario identificar o disefiar mediante ingenieria genética celulasas
insensibles a la inhibicion por el producto.

REACCIONES ENZIMATICAS CON FASES ORGANICAS

En los ultimos afios se han investigado aplicaciones muy interestantes de las
reacciones enzimaticas, llevadas a cabo en sistemas en dos fases agua-solvente
orgdnico, y en medios orgdnicos no acuosos. Los enzimas se emplean usualmente
en soluciones acuosas y en los casos en los que el agua sea un reactivo para
la reaccion enzimadtica la posicion del equilibrio de reaccién favorece general-
mente la hidrélisis. Mediante el empleo de fases orgdnicas, el agua puede ser
un factor limitante y en estas condiciones la direccién de la reaccion puede cam-
biar hacia la sintesis.

Los sistemas en dos fases, consistentes en agua y un solvente orgdnico poco
miscible con ella, pueden mejorar los resultados de las reacciones catalizadas
por enzimas basados en substratos relativamente insolubles en agua. La fase
acuosa contiene el enzima y los cofactores o cosubstratos solubles en agua y
la fase orgdnica contiene el substrato. La reaccién enzimdtica tiene lugar en la
interfase, y el drea interfacial puede incrementarse por agitaciéon hasta formar
una emulsién. En la Tabla 11.2 se indican algunos ejemplos de reacciones enzi-
maticas en dos fases, y en la Tabla 11.3 se exponen las ventajas de estos sistemas
bifésicos.

Aunque las teorias convencionales mantienen que los enzimas actian uni-
camente en soluciones acuosas, los estudios recientes acerca de la capacidad de
los enzimas para actuar como catalizadores en solventes orgénicos demuestran
que la mayoria, si no todos los enzimas, pueden también actuar en estos solven-
tes. Todas las interacciones no covalentes que mantienen la estructura cataliti-
camente activa de un enzima, incluyendo fuerzas de van der Waals, puentes de
hidrégeno y puentes salinos, necesitan agua directa o indirectamente y si no existe
nada de ésta, el enzima se desnaturaliza. Sin embargo, como el agua estd por
naturaleza unida estrechamente al enzima, éste siempre estd rodeado por una
capa de agua esencial como si fuera una concha. Es decir, que siempre que el



Tabla 11.2. Bioconversion de compuestos orgdnicos en solventes orgdnicos inmiscibles con agua
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Tabla 11.3. Ventajas de los sistemas en dos fases agua-solvente orgénico en
las bioconversiones enzimaticas

g -% % ®  Pueden conseguirse unas conversiones eficientes de substratos poco solubles en agua
w | 8 3 B ® [ as reacciones catalizadas por enzimas hidroliticos pueden ajustarse para favorecer
S[8 o o o la sintesis
& el B Ay ® 105 productos pueden prepararse ficilmente mediante la accién de enzimas, siem-
g 'E T B BRg, & pre y cuando sean poco solubles en agua
g | 2 4 3 3 -g E E ® |os enzimas son relativamente estables en estas condiciones y pueden estabilizarse
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_?-_' E g = 2] .g g g ® |a contaminacidén microbiana se suprime debido a la accién de la fase orgdnica
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% % § ‘§ i‘ﬁ 5 g 3 E ;_3- enzima, por lo que los mejores solventes serdn los mds hidrofdbicos, por ejem-
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mina la hidrdlisis.
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Produccion de enzimas

PAOCESOS GENERALES DE PRODUCCION

Los enzimas microbianos se obtienen por fermentacién en condiciones con-
troladas de cepas de alto rendimiento en cultivos en superficie o sumergidos.
En la Figura 11.2 se muestran las diversas etapas del proceso. Las células excre-
tan los enzimas extracelulares al medio y la primera etapa de la recuperacién
del enzima a partir de los cultivos sumergidos consiste en la separacién del li-
quido libre de células, que contiene el enzima, mediante filtracién o centrifuga-

Cultivo microbianc

Fermentador para siembra

|

1 Cultivo en superficie
Cultivo sumergido

Extraccidn de agua
y lilracion

i

Enzima liguido

'
Enzima liquido
concentrado
Precipitacidn
v Filtracion
Adicién de
estabilizantes Secado por aire o por alomizacién
Trituracion
'
Enzima liguido Enzima en polvo

Fig. 11.2. Diagrama de flujo para la produccion de enzimas industriales mediante
fermentacién.
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cién. Los procesos de fermentacidn con cultivos en superficie se utilizan am-
pliamente ademas de los cultivos sumergidos para la produccién de enzimas ex-
tracelulares fungicos, y en este caso la masa semisélida de la post-fermentacion
se extrae usualmente con agua antes de ser filtrada. El sobrenadante o filtrado
que contiene el enzima(s) se concentra y se vende como una preparacion enzi-
mdtica liquida normalizada que contiene conservantes y/o estabilizantes, o s¢
precipita, se seca y se muele con objeto de obtener el enzima en forma de polvo
0 de granulos.

En general, la recuperacion de los enzimas extracelulares industriales no exige
una etapa de fraccionamiento del enzima. Muchos caldos de cultivo con enzi-
mas extracelulares contienen diversos enzimas contaminantes, ademads del de ma-
yor actividad, mejorando las prestaciones del producto. Por ejemplo, las pro-
teasas, hemicelulasas, celulasas y otros enzimas, presentes en las preparaciones
de amiloglucosidasa fingica, pueden incrementar los rendimientos de alcohol
obtenidos en la fermentacion de la pasta de cereales tratada con a-amilasa/ami-
loglucosidasa. En un pequefio niimero de casos los enzimas contaminantes re-
ducen la eficacia de los enzimas extracelulares en las aplicaciones industriales
especificas, por lo que deben ser desnaturalizados o separados, del filtrado. Por
ejemplo, la transglucosidasa contaminante, presente en las preparaciones de ami-
loglucosidasa bruta, cataliza la conversion de glucosa en isomaltosa y panosa
durante el proceso de sacarificacion del almidén, reduciendo obviamente el ren-
dimiento de glucosa producido, y en las fermentaciones alcohdlicas también re-
duce el rendimiento final de etanol, puesto que la isomaltosa y la panosa no
fermentan. Sin embargo, este enzima puede separarse de la preparacion de ami-
loglucosidasa mediante adsorcién con bentonita. La amiloglucosidasa destina-
da a la obtencién de cerveza baja en carbohidratos no deberia tener una activi-
dad de proteasa apreciable, puesto que podria influir en la reduccién de la es-
puma del producto final y producir un exceso de nitrégeno «-amino que favo-
receria la contaminacién de la cerveza durante su almacenamiento.

El proceso de fermentacién para la produccién de enzimas intracelulares debe
finalizar antes de que comience la lisis celular, que daria lugar a la salida del
enzima al medio. El aislamiento de enzimas intracelulares implica la ruptura
de la célula seguido por el empleo de una combinacién apropiada de técnicas
bioquimicas de purificacién para recuperar el enzima intracelular con unas es-
pecificaciones dadas. Con frecuencia los enzimas clinicos se utilizan para deter-
minar la concentracién de substrato mediante procedimientos de andlisis aco-
plados que necesitan varios enzimas y cofactores, midiéndose finalmente el NAD
o NADP oxidado o reducido por espectrofotometria a 340 nm. Aunque las es-
pecificaciones para estos enzimas incluyen unos valores minimos de la activi-
dad especifica del enzima, son mucho més importantes factores como los maxi-
mos niveles de contaminantes permisibles, que podrian dar lugar a falsos posi-
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s, Por ejemplo la glucosa puede medirse con un sistema de andlisis acopla-
con hexoquinasa/glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, puesto que la oxidacién
ln glucosa da lugar a la produccién cuantitativa de NADH reducido, que

iecle medirse espectrofotométricamente. En este caso, los enzimas contami-

nies plucosa oxidasa, glucosa-6-fosfogluconato deshidrogenasa, ATP-asa y

ADH oxidasa podrian interferir con el andlisis enzimatico acoplado y por tanto

berian encontrarse en cantidades despreciables en las preparaciones enzima-

s destinadas a diagnésticos clinicos.

Los procesos para la produccion de microorganismos para llevar a cabo bio-
wnsformaciones con células deben tener en cuenta una serie de consideracio-
%, Por ejemplo, la presencia de enzimas que den lugar a reacciones laterales
deseables o a la degradacion del producto que se desea obtener debe minimi-
wse. En los casos en los que los enzimas indeseables no sean necesarios para

crecimiento y metabolismo celular se pueden utilizar técnicas de mutacidn

seleccion para eliminarlos del organismo. Sin embargo, cuando estos enzimas
an necesarios para el crecimiento, pueden emplearse métodos fisicos (calor)
guimicos (tratamiento con dlcalis, dcidos, solventes, inhibidores, detergentes,
¢) para suprimir su actividad enzimdtica por inactivacién o inhibicién antes
¢ ln etapa de biotransformacion. Finalmente podria ser necesario modificar
. permeabilidad celular para permitir unas velocidades adecuadas de difusién
gl substrato y el producto al/y desde el centro de actividad enzimadtica, lo que
veces se consigue por disrupcion de la membrana con acetona o tolueno.

AOCESOS DE INMOVILIZACION DE ENZIMAS

La inmovilizacién de enzimas dentro de la célula huésped fue la técnica uti-
zada en el primer proceso comercial basado en la glucosa isomerasa. Las célu-
w de Streptomyces que contenian el enzima se calentaban durante cierto perio-
0 de tiempo para desnaturalizar los enzimas autoliticos, estabilizar las células

hacerlas permeables a las moléculas pequefias. Otro método industrial se ba-
uba en el empleo de agentes floculantes para fijar la glucosa isomerasa dentro
le las células de Arthrobacter. Estas preparaciones enziméticas se transforman
n grdnulos con objeto de ser usadas en reactores enzimdticos. La glucosa iso-
nerasa también puede fijarse dentro de las células mediante un aldehido bifun-
ional reactivo de entrecruzamiento, como el glutaraldehido. En otros procesos
»ara la produccién de glucosa isomerasa inmovilizada industrial las células mi-
irobianas que contienen el enzima se fijan con glutaraldehido y se atrapan en
telatina.

También se han utilizado procesos de atrapado en fibras, con materiales co-

no el triacetato de celulosa, para atrapar enzimas aislados para uso industrial.

S E——
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Entre los enzimas comerciales inmovilizados de esta forma se encuentran la glu-
cosa isomerasa, la amiloacilasa y la G-galactosidasa. La glucosa isomerasa in-
movilizada se prepard comercialmente por adsorcidn del enzima de Streptomy-
ces en DEAE-celulosa y en alumina. La primera aplicacidn a gran escala de los
enzimas inmovilizados consistid en el empleo de amiloacilasa fingica unida a
DEAE-Sephadex para la resolucién de los acil-pi-aminodcidos sintetizados
quimicamente.

BIOSINTESIS DE ENZIMAS MICROBIANOS

Los organismos mas importantes utilizados en la produccién de enzimas ex-
tracelulares industriales son los Bacillus y los Aspergillus, que en conjunto re-
presentan del 80 al 85 % del mercado de enzimas extracelulares. Actualmente,
los Trichoderma reesei son los principales productores industriales de celulasas,
que, aunque en estos momentos tengan un mercado pequefio, su potencial co-
mercial futuro puede ser extremadamente grande, superando quizis a los de-
mas enzimas combinados, si pudieran solucionarse los problemas técnicos ac-
tuales asociados con la hidrélisis de la lignocelulosa. Las glucosa isomerasas
se producen a partir de especies de Arthrobacter, Streptomyces y Actinoplanes
para la manufactura de jarabes de fructosa.

En el Capitulo 2 ya se han tratado los aspectos generales de la induccién
y represion de la sintesis y mecanismos de secreccion enzimdtica. Un dato a re-
cordar de muchos enzimas extracelulares es el de la gran estabilidad de sus RNA
mensajeros, lo que puede estar asociado con la necesidad de transportar el mRNA
del centro de sintesis a los centros de traslacion de la superficie interna de la
membrana citopldsmica. La observacién de que las células productoras de pro-
teasas parecen ser capaces de acumular grandes cantidades de mRNA especifi-
co de las proteasas ha sido en parte atribuida a la relativamente larga vida de
reduccion a la mitad del mRNA especifico de las proteasas.

Las amilasas y proteasas importantes comercialmente de B. amyloliquefa-
ciens y B. licheniformis se producen intrinsecamente, es decir, la velocidad de
sintesis del enzima es relativamente constante, con independencia del substrato
presente en el medio de fermentacion. Los enzimas extracelulares inducibles tien-
den a sintetizarse a velocidades basales bajas en ausencia de substrato, aunque
mediante induccién la velocidad de sintesis puede incrementarse varios miles
de veces. Aunque la maltosa parece ser el mejor inductor de la a-amilasa de
A. oryzae, también el almiddn, la glucosa y otros muchos a-D-glucésidos pue-
den inducirla. El almidon, la maltosa y la glucosa estimulan la produccién de
amiloglucosidasa por el A. niger. Estd claro que estos enzimas no experimentan
la represién por el catabolito por la glucosa. Aunque la celulosa induce al com-
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plejo celulasa de 7. reesei, el verdadero inductor es probablemente la celobiosa.
Lo lactosa es un inductor de las celulasas de T, reesei v también sirve como fuente
tle carbono para el crecimiento. Las especies de Trichoderma y Aspergillus pro-
ducen celobiasas (8-glucosidasas) extracelulares que son inducidas por muchos
fglucdsidos incluyendo la celulosa aunque no la celobiosa. Estos organismos
también sintetizan B-glucosidasas intracelulares intrinsecamente. La produccién
tle poligalacturonasa por A. niger esta potenciada por la presencia de substan-
cins pécticas en el medio de crecimiento.

La sintesis de muchos enzimas extracelulares estd controlada por la repre-
si6n por el catabolito o el producto final. Las a-amilasas de algunas cepas de
B, licheniformis experimentan represion por el catabolito por los productos fi-
nales mayoritarios de la hidrolisis del almidén con a-amilasa. La glucosa causa
la represion por el catabolito de las celulasas de T, reesei, y también reprime
la sintesis de celobiohidrolasa y endoglucanasa en presencia de celulosa y otros
inductores. Las -glucosidasas intracelulares intrinsecas producidas por Tricho-
dermay Aspergillus son relativamente insensibles a la represion por el cataboli-
10. La produccién de poligalacturonasa por A. niger estd reprimida por el cata-
bolito por la glucosa. La sintesis de proteasas intrinsecas por las especies de Ba-
cillus, también es sensible a la represion por el producto final; el glutamato y
¢l aspartato reprimen la sintesis de proteasas por B. subtilis y la secreccion de
proteasas por B licheniformis.

Los modelos cldsicos de regulacién por el operén para la induccion y repre-
sién enzimdtica se refieren a Escherichia coli (véase Capitulo 2). No obstante,
las evidencias actuales sugieren que el control de la sintesis de enzimas extrace-
lulares se ejerce primeramente al nivel de la transcripcion y que el modelo del
operdn para la regulacion de genes es aplicable a estos sistemas, lo que ha sido
confirmado en el caso de la sintesis de penicilinasa por B. licheniformis. En la
mayoria de los casos los operones de los enzimas extracelulares parecen consis-
tir en un Gnico gen estructural en vez de los tipicos cluster o genes estructurales
que codifican una serie de enzimas en una ruta metabdlica. Aunque el cAMP
es ¢l principal mediador de la represion por el catabolito en las bacterias entéri-
¢ais, tales moléculas estdn ausentes de las cepas de Bacillus examinadas hata la
fecha y el mecanismo de la represién por el catabolito permanece oscuro, espe-
culdndose que el guanosin-3‘,5'-monofosfato ciclico puede ser el efector en B.
licheniformis. Aunque la regulacién de la transcripcion parece ser el principal
punto de control de la sintesis de proteinas eucariotas, la expresién del gen es
mas compleja que en las bacterias, al procesarse un RNA transcrito de peso
molecular elevado, con lo que algunos segmentos (intrones) se eliminan y las
secuencias remanentes (exones) se empalman juntas para producir el mRNA que
se traduce v que es posteriormente modificado en cada extremo.
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La sintesis de enzimas extracelulares estd usualmente asociada con la fase
de crecimiento exponencial o post-exponencial. En casi todas las condiciones
de crecimiento, las especies de Bacillus producen proteasas extracelulares du-
rante la fase de crecimiento post-exponencial, La sintesis de la a-amilasa por
B. licheniformis y A. oryzae ocurre durante la fase de crecimiento exponencial,
mientras que en B subtilis y B. amyloliquefaciens el enzima se produce en la
fase post-exponencial. Se ha postulado que cuando los enzimas se producen en
esta fase la desrepresion se debe a la modificacion de la especificidad de la RNA
polimerasa, a través de la modulacion de una pequefia molécula efectora o me-
diante cambios en la composicion de la RNA polimerasa, asociados a veces con
sucesos tales como la esporulacién.

Enzimas recombinantes

Las técnicas de ingenieria genética han dado lugar al desarrollo de un cierto
nimero de productos para la industria farmacéutica. Como los enzimas son pro-
ductos directos de genes son buenos candidatos para mejorar su produccion a
través de la ingenieria genética, Entre los beneficios que se espera obtener en
los procesos utiles comercialmente se incluyen: (a) los menores costos en la pro-
duccién de enzimas, (b) la produccion de enzimas en organismos considerados
generalmente como seguros (GRAS) aptos para ser utilizados en la industria
alimentaria, (¢) modificaciones genéticas especificas al nivel del DNA para me-
jorar las propiedades del enzima, como la estabilidad térmica y otras caracteris-
ticas particulares,

En E. coli se ha conseguido un alto nivel de expresién con muchas protef-
nas extrafias en forma de grdnulos. Los grdnulos se aislan simplemente para pu-
rificar el producto recombinante clonado, por lo que es necesaria su disolucién
con detergentes o agentes desnaturalizantes, con la consiguiente desventaja de
que una etapa de replegamiento que renaturalice la proteina nativa reduce subs-
tancialmente el rendimiento, elevando los costos. Las investigaciones recientes
han hecho hincapié en el clonado de vectores de la secrecion en E. coli que ca-
paciten la secrecidn de la proteina extrafia con eliminacién de un péptido sefial
por las peptidasas seflal presentes en E. coli.

Para la produccion masiva de enzimas, quizas la solucidn final consista en
obtener mediante ingenieria genética enzimas dtiles a partir de nuevas fuentes
en los organismos claves actuales de la industria de los enzimas, B. subtilis, B.
licheniformis, A. niger, etc.
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Las cepas del género Bacillus han sido utilizadas con éxito como huéspedes
it la produccion de proteinas importantes producidas mediante tecnologia

[DNA recombinante, encontrandose dificultades con la estabilidad de los plas-
idos, puesto que los DNA plasmidos pueden no segregarse de forma paritaria
{tre lns células hijas durante la divisidn celular, lo que puede dar lugar a la
rmiacion de células hijas sin pldsmidos que tienen un crecimiento ventajoso
1esto que no gastan energia en la formacién de producto. Ademds con fre-
(encia puede ocurrir la delecidn estructural de los plasmidos. Los Bacillus clo-
wlos podrian contener niveles bajos de proteasa con objeto de reducir la de-
adacidn proteolitica de proteinas extrafias. Una vez resueltos estos problemas,
§ cepas de Bacillus pueden volverse huéspedes ideales para la produccion ex-
neelular de proteinas heterdlogas que no precisen la glicosilacién post-trans-

cional.
Los hongos filamentosos, por ejemplo A. niger, pueden producir hasta 20

/| de enzima a partir de una tnica copia del gen de la glucoamilasa; también
seden modificarse mediante ingenieria genética de forma que expresen y se-
elen proteinas de origen bacteriano. Ademds se ha indicado que los procesos
isicos de secreccién de los sistemas de mamiferos y de hongos son muy simila-
s. Aunque sea necesario un mayor conocimiento de las rutas de glicosilacién
) estas células eucariotas, los sistemas fiingicos ofrecen un mayor potencial
ara la sintesis y secrecion de grandes cantidades de proteinas de mamiferos.

Los Saccharomyces cerevisiae son capaces de expresar, glicosilar y excretar
azimas a partir de hongos y de otros eucariotas, por ejemplo la glucoamilasa
¢ Aspergillus. Sin embargo, los Saccharomyces no procesan correctamente los
itrones de los genes fingicos de forma que debe utilizarse un gen libre de in-
‘ones. Las especies de Aspergillus son, sin embargo, mucho mejores que las
waduras a elevados niveles de expresion,

Las bacterias se pueden expresar a niveles elevados. Las bacterias Gram-
egativas no son en general buenas secretoras de protefnas extracelulares en tanto
ue las Gram-positivas son significativamente mejores. Algunos de los proble-
s planteados en la secreccién pueden superarse mediante el disefio particular
¢ secuencias sefial. Los hongos filamentosos no tienen capacidad para produ-
Ir proteinas heterdlogas a las velocidades de sintesis elevadas observadas para
s proteinas homdlogas.

La superacion de las barreras que impiden la manipulacion de organismos
scombinantes para producir y secretar cantidades altas de proteinas heterdlo-
as ¢s una prioridad esencial para que la tecnologia de DNA recombinante pueda
plicarse a la produccién de diversos productos proteicos, incluyendo enzimas
adustriales.

Capitulo 12

Tratamiento de residuos

Introduccion

La mayor escala de los procesos de fermentacion microbiana controlados
al menos parcialmente es la del tratamiento de efluyentes. Tradicionalmente, el
objetivo del proceso de tratamiento de desechos consiste en la reduccion de la
concentracion de materia orgdnica de las aguas residuales y en la disminucion
del niimero de patogenos potenciales del agua, de forma que el efluyente pueda
ser vertido con seguridad al medio ambiente.

La materia orgdnica contenida en los desechos domésticos, agricolas e in-
dustriales es la principal causa de la contaminacién, puesto que al ser metaboli-
zada por los organismos presentes en las aguas receptoras, causa la rapida cai-
da de la concentracion del oxigeno y la eliminacion de la flora y la fauna acué-
tica natural. El contenido de materia orgénica en los desechos puede determi-
narse mediante tres andlisis. Los andlisis de demanda quimica de oxigeno (COD)
y de carbono orgénico total (TOC) miden el contenido de carbono orgadnico me-
diante oxidacién quimica y pirolisis, respectivamente, detectando el CO; por in-
frarrojos. La demanda biolégica de oxigeno (DBOs) determina la fraccidn de
desechos que son oxidables bioldgicamente mediante un proceso de incubacion
durante § dias con un indculo apropiado. La medida del contenido de sélidos
suspendidos en las aguas residuales mediante métodos turbidométricos y de fil-
tracion, permite clasificar los contaminantes en aquellos que obstaculizan el paso
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Las cepas del género Bacillus han sido utilizadas con éxito como huéspedes
para la produccion de proteinas importantes producidas mediante tecnologia
te DNA recombinante, encontrandose dificultades con la estabilidad de los plés-
midos, puesto que los DNA pldsmidos pueden no segregarse de forma paritaria
entre las células hijas durante la divisién celular, lo que puede dar lugar a la
formacion de células hijas sin pldsmidos que tienen un crecimiento ventajoso
puesto que no gastan energia en la formacion de producto. Ademds con fre-
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Las bacterias se pueden expresar a niveles elevados. Las bacterias Gram-
negativas no son en general buenas secretoras de proteinas extracelulares en tanto
que las Gram-positivas son significativamente mejores. Algunos de los proble-
mas planteados en la secreccién pueden superarse mediante el disefio particular
de secuencias sefial, Los hongos filamentosos no tienen capacidad para produ-
cir proteinas heterdlogas a las velocidades de sintesis elevadas observadas para
las proteinas homdlogas.

La superacién de las barreras que impiden la manipulacion de organismos
recombinantes para producir y secretar cantidades altas de proteinas heterdlo-
gas es una prioridad esencial para que la tecnologia de DNA recombinante pueda
aplicarse a la produccién de diversos productos proteicos, incluyendo enzimas
industriales.

Capitulo 12

Tratamiento de residuos

Introduccion

La mayor escala de los procesos de fermentacion microbiana controlados
al menos parcialmente es la del tratamiento de efluyentes. Tradicionalmente, el
objetivo del proceso de tratamiento de desechos consiste en la reduccién de la
concentracidon de materia orgdnica de las aguas residuales y en la disminucién
del niimero de patégenos potenciales del agua, de forma que el efluyente pueda
ser vertido con seguridad al medio ambiente.

La materia orgdnica contenida en los desechos domésticos, agricolas e in-
dustriales es la principal causa de la contaminacion, puesto que al ser metaboli-
zada por los organismos presentes en las aguas receptoras, causa la rapida cai-
da de la concentracion del oxigeno y la eliminacién de la flora y la fauna acué-
tica natural, El contenido de materia orgdnica en los desechos puede determi-
narse mediante tres andlisis. Los andlisis de demanda quimica de oxigeno (COD)
y de carbono orgéanico total (TOC) miden el contenido de carbono orgédnico me-
diante oxidacion quimica y pirolisis, respectivamente, detectando el CO; por in-
frarrojos. La demanda bioldgica de oxigeno (DBOs) determina la fraccién de
desechos que son oxidables bioldgicamente mediante un proceso de incubacidn
durante 5 dias con un indculo apropiado. La medida del contenido de sélidos
suspendidos en las aguas residuales mediante métodos turbidométricos y de fil-
tracion, permite clasificar los contamjnantes en aquellos que obstaculizan el paso
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Tubla 12.1. Etapas que pueden incluirse en el tratamiento microbioldgico aero-
bio de desechos

Adsorcion de substrato a la superficie bioldgica

Degradacién del substrato adsorbido mediante enzimas extracelulares
Absorcién celular de materiales disueltos

Excrecidn de los productos de ruptura

Lisis celular e ingestién por una poblacion celular secundaria

de la luz (que afectan al crecimiento de las algas) o los que producen deposicion
de sélidos (que afectan la vida del fondo del rio). Aunque el nitrégeno es un
nutriente esencial en los procesos de tratamiento de desechos, el amoniaco resi-
dual puede ser téxico para la vida acudtica. Los productos de oxidacién del i6n
amonio pueden dar lugar al crecimiento excesivo de las algas y, en los casos
en los que se recicle el agua para volver a ser utilizada a nivel doméstico, el nitra-
to puede ser téxico para los niiios.

Sistemas de tratamiento de desechos

Las aguas residuales son normalmente complejas en composicion por lo que
se necesitan plantas de tratamiento de desechos que incluyan microorganismos
capaces de metabolizar los diversos materiales de desecho de tal forma que el
¢fluyente pueda ser descargado al medio ambiente sin causar efectos adversos.
[ .4 mayoria de las plantas de tratamiento de aguas residuales domésticas y tam-
bién muchos sistemas de tratamiento de aguas residuales de las industrias qui-
micas v alimentarias incluyen tres o cuatro etapas bdsicas: una primera etapa
¢n la que se separan las arenas y los demads sélidos, que se llevan a un digestor
de lodos; una segunda etapa de aireacidn para degradar los compuestos organi-
cos disueltos y algunos sélidos suspendidos mediante el metabolismo microbia-
no; una etapa de separacion de fosforo y nitrégeno con una precipitacion qui-
mica opcional; y una etapa de digestion anaerobia para reducir el volumen de
los lodos y generar metano.

Existen sistemas sencillos, como los estanques y las acequias de oxidacion,
para la eliminacién de residuos agricolas mediante métodos aerobios. Sin em-
bargo, particularmente para las granjas ganaderas intensivas, tiene considera-
ble interés el desarrollo de unidades de digestion anaerobias para la digestion
del estiércol.
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Fig. 12.1. Filtro percolador (reproducido con permiso de Abson y Todhunter, 1967).

TRATAMIENTO AEROBIO DE RESIDUOS

En la Tabla 12.1 se resumen las etapas incluidas en los tratamientos micro-
bioldgicos aerobios de residuos. Existen dos tipos principales de sistemas, los
procesos con filtros percoladores y los procesos de lodos activados.

Filtros percoladores

Un filtro percolador sencillo tipico consiste en un tanque cilindrico de unos
10 m de didmetro y 2,5 m de profundidad, relleno con un lecho poroso de pie-
dras o de otro soporte, y equipado con un sistema de drenaje en el fondo (Fig.
12.1). A medida que el efluente va goteando a través del lecho, en la superficie
del soporte se van formando capas de lodo biolégico. El aire fluye de forma
ascendente a través del lecho y permite la oxidacidn biclégica de los desechos.
El excesivo crecimiento de los microorganismos en el filtro restringe la respira-
cién y el flujo, causando el bloqueo y el fallo del filtro, por lo que alternando
sistemas de penetracién doble, en los que el flujo de efluente se invierte periddi-
camente, se consigue mejorar la eficacia del filtro medida como eliminacién de
la DBO.

Lodos activados

El sistema alternativo mas comuin al filtro percolador es el proceso de lodos
activados, consistente en el mezclado con aireacion y agitacion por difusion desde
el fondo o agitacion superficial (véase Fig. 9.3). El efluente parcialmente clari-
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fendo se dirige hacia un recipiente aireado que contiene una suspension flocu-
ndda de microorganismos y alli se airea durante un tiempo de residencia de 4
i 10 horas. Después se pasa a un tanque de sedimentacion para eliminar los
ouos activos floculados, parte de los cuales se reciclan al tanque de aireacion
¢ s¢ mezelan con los desechos que entran, mientras que el resto se desagiia y
i secn para desecharse o utilizarse como fertilizante. El sistema de lodos acti-
vados es un tratamiento de desechos mads potente que el de filtraciéon puesto
fue puede tratar mucha mayor carga de efluyente por unidad de volumen que
los filtros percoladores. Sin embargo, los costos de funcionamiento son signifi-
cativamente mayores a causa de las operaciones necesarias de aireacion y
mezelado.

Avances recientes

El disefio de una planta de tratamiento aerobio de desechos se basa en la
oplimizacion de las condiciones de fermentacion considerando los desechos, la
poblacién microbiana y el aireado. Normalmente, el factor limitante es la velo-
cidad de aireacién. El empleo de medios de soporte plasticos ligeros, moldea-
dos para optimizar el drea superficial y la ventilacién, ha facilitado el desarro-
llo de plantas con filtros percoladores compactos que no necesitan muros de
contencion importantes,

Otro avance reciente es el uso de discos rotatorios sumergidos aproximada-
mente en un 50 % de forma que la pelicula microbiana va alternando lenta-
mente su exposicion al liquido y al aire ambiente. Una unidad tipica de 7,5 m
de longitud y 3,5 m de didmetro puede tener un drea superficial de 9.500 m?
para el crecimiento bioldgico. Este contactor bioldgico rotatorio tiene unas ca-
racteristicas similares a los filtros percoladores.

La disponibilidad de oxigeno barato ha conducido al disefio de plantas de
lodos activados cerradas modificadas que utilizan oxigeno puro para conseguir
concentraciones de oxigeno disuelto mds altas, operando a concentraciones de
biomasa mas altas y tiempos de residencia menores sin pérdida de eficacia (Fig.
12.2). También se ha disefiado una planta de tratamiento de desechos aireada
eficazmente basada en los principios del fermentador agitado por aire, que con-
tiene un tubo de retorno interno (véase Fig. 3.10); los desechos entrantes, los
lodos reciclados y el aire se inyectan en la seccién de flujo descendente y las
burbujas de aire se inyectan en la seccién de flujo ascendente, con objeto de
reducir la densidad en esta zona. El gradiente de densidad entre los liquidos
ascendente y descentente por encima del punto de inyeccién de aire, es el res-
ponsable de la circulacion del liquido.

Recientemente se han disefiado sistemas de tratamiento aerobio de desechos
con lecho fluidizado que en esencia combinan los principios de operacién de
los filtros percoladores con los sistemas de lodos activados, empledndose so-
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Fig. 12.2. Planta de lodos cerrada activada con oxigeno puro (reproducida con permi-
so de Wheatley, 1984).

portes biolégicos como pléstico o arena para los materiales bioldgicos; la flui-
dizacion se consigue mediante inyeccién de aire u oxigeno en el fondo del lecho
(Fig. 12.3), pudiendo mantenerse concentraciones de biomasa elevadas. Estos
nuevos sistemas son prometedores para la eliminacion intensiva de desechos.

TRATAMIENTO ANAEROBIO DE DESECHOS

La digestién anaerobia de desechos, que se originé con el empleo de fosas
sépticas, se basa actualmente en digestores de velocidad elevada. Entre las ven-
tajas de los sistemas anaerobios respecto a los aerobios se encuentran la menor
potencia necesaria por unidad de DBO tratada, la capacidad de carga del diges-
tor, la produccién de gas natural como producto final y la produccion de un
volumen de biomasa a eliminar mads reducido. A pesar de estas ventajas, no es
posible obtener la degradacion total de los desechos mediante este método, siendo
necesario complementarlo con métodos aerobios para mejorar su eficacia,

En la Figura 12.4 se muestran las secuencias bioldgicas seguidas por los dese-
chos en la degradacién anaerobia para producir metano y diéxido de carbono.
Estos procesos dependen del desarrollo de una comunidad bacteriana interde-
pendiente compleja basada en tres grupos microbianos: el grupo fermentativo
hidrolitico, el acetogénico hidrogénico y el metanogénico hidrogenotréfico. Las
bacterias fermentativas hidroliticas convierten los polimeros complejos en azii-
cares, dcidos orgdnicos, alcoholes y ésteres, generando didxido de carbono e hi-
drégeno. Las bacterias acetogénicas hidrogénicas transforman los productos de
fermentacién del primer grupo en acetato, diéxido de carbono e hidrégeno, y
las metandgenas convierten el acetato y el hidrogeno en metano y diéxido de
carbono,
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Fig. 12.3. Planta de tratamiento de residuos con lecho fluidizado aireada con oxige-

1o que utiliza como soporte particulas de arena (reproducido con permiso de Wheatley,
1984).

Las metandgenas, sensibles a la acumulacion de hidrdgeno y al exceso de
carga, crecen lentamente y motivan la mayoria de los problemas operacionales
asociados con los sistemas de digestion anaerobios. S6lo a presiones parciales
de hidrégeno inferiores a 10~ * atm pueden degradarse los carbohidratos en con-
diciones anaerobias. Los metandgenos hidrogenotréficos, que son los respon-
sables de la eliminacién del hidrégeno, tienen un tiempo estimado de duplica-
vion de 8 a 10 horas en tanto que las bacterias hidroliticas formadoras de dcido
tienen un tiempo de duplicacién de unos 30 minutos. Una situacién que condu-
jera al declive de la poblacién de metan6genos y al aumenio relativo de las bac-
terias hidroliticas puede desembocar en la acumulacién de hidrégeno. En pre-
sencia de una concentracion creciente de hidrégeno, el metabolismo de las bac-
terias formadoras de 4cido se altera, produciéndose dcido propidnico, butirico,
caproico, valérico y ldctico en vez de acetato e hidrégeno. Por consiguiente, aun-
que la sobrecarga de la digestion viene indicada por un aumento de la concen-
tracion de hidrégeno y ciertos dcidos, la monitorizacién continua de estos me-
tabolitos puede utilizarse para controlar la velocidad de alimentacién.

Diseflo de un reactor anaerobio

En la Figura 12.5 se muestran los disefios basicos de algunos de los reactores
anaerobios. El digestor convencional (a) es un sistema de mezcla completa sin
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Fig. 12.4. Metabolismo anaerobio de diversos compuestos hasta metano y didxido de
carbono.

reciclado de biomasa con una eficacia baja en cuanto al tratamiento de dese-
chos. Los sistemas (b) a (e) retienen concentraciones de biomasa elevadas den-
tro del reactor, el (b) recuperando y reciclando la corriente de efluente, el (c)
por floculacién y los (d) y (¢) por unién de la pelicula microbiana a un soporte.

Inéculos microbianos y enzimas para el tratamiento de desechos

Durante los tiltimos 10 afios se han desarrollado una serie de indculos mi-
crobianos y aditivos enzimdticos para el tratamiento de desechos. Los enzimas
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Flg. 12.5. Reactor utilizado en el proceso de digestién anaerobia. (a) Digestor est4n-
dar; (b) proceso de contacto anaerobio; (c) filtro anaerobio; (d) lecho fluidizado; (e) tipo
lodos anaerobios de flujo ascendente. I, influente; G, gas; E, efluente.

microbianos comerciales y los microorganismos que los producen pueden ana-
dirse a los sistemas de tratamiento de efluentes para acelerar la descomposicién
de la celulosa, hemicelulosa, grasas, proteinas, etc. Los in6culos microbianos
también pueden utilizarse durante la etapa inicial de un sistema de tratamiento
de desechos o para acelerar la recuperacion de un sistema colapsado por una
carga excesiva o por una alimentacién téxica. Ademds, las nuevas técnicas ge-
néticas son capaces de producir inéculos con cepas mds eficaces que puedan
digerir aerobia o anaerobiamente los desechos a velocidades mds rdpidas que
sus contrapartidas presentes en la poblacién microbiana natural.

Ademds de las aplicaciones de los in6culos en el tratamiento de residuos agri-
colas y urbanos, hay un substancial interés en el empleo de sistemas biolégicos
para la degradacién de hidrocarburos y compuestos quimicos resistentes. Los
indculos microbianos son adecuados para la degradacion de crudos y ciertos
materiales téxicos, como el fenol. En la actualidad los métodos de aislamiento
de cultivos microbianos enriquecidos, asi como las investigaciones sobre mani-
pulacién genética se dirigen hacia ¢l desarrollo de cepas microbianas adecuadas
para la degradacion de compuestos como colorantes azoicos, estilbenos, com-
puestos cloraromadticos, hidrocarburos clorados y DDT.
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A

Absorcién por intercambio idnico, 100
Aceite de palma, 83

— de primavera, 197

— de semillas de algoddn, 83

— de soja, 83

Aceites, 196

— de fusel, 137

— vegetales, 196

Acetaldehido, 137

— deshidrogenasa, 155

Acetato de etilo, 137

— de isoamilo, 137

— produccidn de, 176

Acetator Frings, 156

Acetobacter, 157

Acetobacter aceti, 7

Acetoina, 237

Acetona, 173

Acido acético, 7, 137, 175

— — produccién de, 35

— alginico, 78

— G-aminopenicildnico, estructura, 20!
— citrico, 7, 61, 75, 78, 105

— — fermentacién del, 167

— — produccién de, 165

— fenilacético, 75

— fumdrico, 78

— giberélico, 10, 177

— glutamico, 74, 184

— — produccién de, 34, 170, 185, 189
— itacénico, 78, 105, 171, 172

— l4ctico, 7, 128, 172

— — produccidn de, 35

— y-linolénico, 197

— rico, 120

Acidos orgdnicos, 7

Actinomicina, 75

Activador tisular del plasminégeno, 226
Actividad del agua, 30
Actividades especificas, 89
Aditivos alimentarios, 183

ADP, 41

Adriamicina, 227

Adsorcién, 100

Aerobios estrictos, 18

Agentes tamponantes, 80
Agitacion con perlas de vidrio, 99
Agitador de turbina, 56
Alambique, 145, 147

Alcaligenes entrophus, 9, 180

Indice alﬁr_zb_éiico-

Alcaloides del cornezuelo, 210

— estructuras de los, 211

Alcanos, 112

Alcohol, 1

— amflico, 137

— como combustible, 162

deshidrogenasa, 34

industrial, B

— isoamilico, 137

— produccién de, 124, 165

— programa nacional brasilefo, 163

Alcoholes, 112

— de fusel, 137

Alergias, 207

Alginato, 9

Alginatos, 179

Almidén, 82

American Type Culture Collection, 88

a-amilasa, 11, 135

ce-amilasas, 233

Amilasas, 82, 245

— microbianas, 4

Amiloglucosidasa, 143, 145

Aminodcido permeasa general, 135

Aminodcidos, 8, 83, B8, 105, 183

— cepas productoras de, 187

— produccién anual, 186

Amoniaco, 83

AMP, 41

— biosintesis de, 192

Anaerobios estrictos, 18

Antibidticos, 12, 35, 199, 200

— sintéticos, 206

Anticancerosos, 227

Anticuerpos monoclonales, 14, 102, 220

— — mejorados, 224

— — produccidn, 222, 224

Antiespumantes, 80

Antiinflamatorios, 231

Antimicina, 170

Antraciclinas, 227

Aroma, componentes del, 136

Arrhenius, ecuacién de, 29

Ascomycetes, 10

Ashbya gossypii, 10, 194

Aspergillus, 15, 24

Aspergillus niger, 7, 22, 34, 61, 78, 166,
168, 170, 248

— ochraceus, 209

— oryzae, 65, 154, 233

— terreus, 78, 172

ATP, 41
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Aureobasidium, 25 04 t — tetani, 218 Endomycopsis fibuliger, 23

— pulhdlans, 9, 179 | — thermoaceticum, 35, 175, 176 Enfermedades inflamatorias, 207

Auxiliares de filtracién, 97 — thermocellum, 175 Entner-Doudoroff, ruta de, 32

Auxinas, 88 Cana de azicar, 164 COD, 249 Enzimas, degradacion de los, 17

Azetobacter vinelandii, 9, 179 Candida, 121, 166 | Coloracién de Gram, 20 — en tratamientos de desechos, 255

Aztcar, 82 — guilliermondii, 62, 168 Compost, 65 — extracelulares, recuperacién, 106

Azticares fermentables, 152 — pichia, 113 Compuestos quimicos orgdnicos, 159 — hidroliticos, 138

— ruptura de los, 32 — uwtilis, 6, 23, 112, 113, 114 Cornezuelo, alcaloides del, 210 — industriales, 233
Carbohidratos, 82, 112 Cortisol, 208 — inmovilizacién de, 244
Carbopol, 78 | Cortisona, 13, 207 — microbianos, 11
Carboximetilcelulosa, 78 Corynebacterium, 184 : — — biosintesis de, 245

B Carica papaya, 234 — diphtheriae, 217 — para diagnéstico, 90
Cartucho de fibra hueca, 103 — glutamicum, 188 — para investigacion, 90
— espiral, 103 Crecimiento celular, 27 — produccion de, 242

B-galactosidasa, 38 Cebada, germinacion de la, 10 Cromatografia con inmunoabsorbentes, — recombinantes, 247

Bacillus, 15 — malteada, 145 | 102 — secrecion de, 43

— licheniformis, 11, 233 Cefalosporinas, 105 Cromosomas, 18 — sintesis de los, 37

— mesentericus, 11 Células BCG, produccion de, 217 ’ CSF, 87 Eremothecium ashbyii, 10

— polymyxa, 176 Células 3, 226 Cuajos microbianos, 235 Ergocornina, 211

— popilliae, 181 — cultivo de, 3 Cultivo continuo, sintesis de, 50 Ergocriptina, 211

— sphaericus, 181 — de hibridoma, crecimiento de 224 Cultivos starter, 126, 155 Ergocristina, 211

— subtilis, 10, 11, 191, 213 — eucariotas, 17, 18 1 — — ldcticos, produccién, 130 Ergosina, 211

— thuringiensis, 10, 18] — procariotas, 17, 18 Cunninghamella elegans, 197 Ergostina, 211

Bacitracina, 75 — vegetales, cultivo de, 23 | Ergotamina, 211

Bacterias del acido acético, 138 Celulosa, 122 Eritropoietina, 226

— — — léctico, 138 Centrifuga de descarga de sélidos, 95 . Escarabajo japonés, 181

— Gram-negativas, 20, 248 — de tornillo decantador, 95 D Escherichia coli, 10, 15, 38, 212

— Gram-positivas, 20, 248 Centrifugacion 94 ! — — division del, 21

— reproduccion de, 20 Centros alostéricos, 41 1 Escleroglucano, 9

Bagazo, 165 Cephalosporium acremonium, 12 p-glucono-d-lactona, 170 Esporas, formacion de, 79

Bebidas alcohdlicas, 133 Cereal, 65 Daunorrubicina, 227 Espuma, 80

Bencilpenicilina, 75 Cereales malteados, 138 — estructuras de la, 228 Esteroides, 12, 105

Bingham, pldsticos de, 57 Cerveza, 133, 134 — produccién de, 229 — biotransformacién de los, 209

Bioinsecticidas, 181 — ale, 142 . Destilacién, 92 — obtencién de, 207

Biomasa, 159, 215 — elaboracidn de la, 138, 144 , Detergentes, 99 — estructuras de los, 208

— produccion de, 111 — fermentacion de la, 142 | Deuteromycotina, 22, 181 Estigmasterol, 207

— productividad de, 117 — lager, 142 ' Dextranasas fingicas, 234 Estreptomicina, 12, 78, 105

— recuperacion de, 106 — levaduras de la, 1 Dextrinas limite, 142 Etanol, 83, 159

— rendimiento de, 117 — maduracion de la, 143 A Diacetilo, 137 — fermentacién del, 134

Biopolimeros, 9, 178 — pasterizacion de la, § Digestion anaerobia, 256 — produccién de, 161, 164

Biorreactor, 52 — produccion de, 1 Diosgenina, 207 Evaporacion, 92

— con bucle externo, 62 Chrysosporium pruinosum, 160 Disrupcién de células microbianas, 97, Exocitosis, 42, 43

— — — internq, 62 Ciclo de los dcidos tricarboxilicos, 32 99 Explantacion, 3

— controlado por, 71 Citoquinonas, 88 DNA recombinante, tecnologia de, 212 Extraccion liquido-liquido, 100

— de bucle, 62 Citrato, produccién de, 168 Extractos de maiz, 74

— de lodos activos, 63 Cizalla solida, 99

Biotina, 74 Clarificacidn, cdmara de, 139 E

BME, 85, 86 Claviceps, 211 F

Bordetella pertusis, 215 Cloranfenicol, 75

Brandy, 133 Clorotetraciclina, 76 Eagle, 4 sz g :

Brevibacterium, 184 — produccidn de, 206 ED, 32 Factor de crecimiento epidérmico, 226

— ammoniagenes, 193 Clostridia, 18 Efectos Pasteur, 77 — de_tmnsferencm 226 )

— flavum, 188 Clostridium acetobutylicum, 7, 35, 174 i EGF, 87 — estimulante de los granulocitos, 226

Bromuro, 76 — botulinum, 155 Eleccién del microorganismo, 115 — VIII, 226
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Fuse de latencia, 28

- estucionaria, 28

~ logaritmica, 28
Fermentacion, 242

~ discontinua, 163

— kojl, 154

~ maloldctica, 138

~ on line, sisteras de, 68
Fermentaciones en alimentos, 4, 133
— ¢n substratos sélidos, 64
— [ingicas, 11
Fermentador, diagrama de un, 56
— disefio de un, 118

— — del, 52, 53

— potencia del, 60

— tipo torre, 61
Fermentadores, 119

— agitados por aire, 119
— de sistema de cubeta, 66
— — — de flujo de, 66
— de tambor rotatorio, 66
FGF, 87

FHA, 219

Filtracion, 94

— con flujo tangencial, 97
-~ convencional, 98

— én flujo cruzado, 98
Filtro de placas, 103

— de vacio rotatorio, 97

— percolador, 251

Filtros de placas, 95
Fitohormonas, 177
Fleming, A., 12
Floculacion, 94

Fluidos newtonianos, 55

— no newlonianos, 56

— pseudopldsticos, 56
Formiato de etilo, 137
Fosfato orgdnico, 75
Frings acetator, 60
Fructosa, 88, 136
Fuerzas de cizalla, 99
Fusarium, 25
— grantinearum, 6, 113, 120, 121
— monoligorme, 177

G

fi-galactosidasa, 38
GAP, 135

Gusohol Program, 8
— progama, 162
Cantheret, 4
Clelano, 9

Gibberella fujikuroi, 177
Giberelina, produccién de, 178
Giberelinas, 10, 177
Ginebra, 133

Glicerol, obtencidn del, 173
— produccidén de, 7, 34, 76, 174
Glucoamilasa, 236
Gluconato de sodio, 105

— fermentacién del, 170
Gluconatos, 170
CGluconobacter, 157

— suboxydans, 170
Glucosa, B2, 88, 113

— isomerasa, 234

— — microbiana, 11

— oxidacién de la, 76
Glutamato de sodio, 185

— monosddico, 8

GMP, biosintesis de, 192
Goma xantano, 9, 179
GRAS, 247

Grasas, 196

Griseofulvina, 75

HAM, 86

Hemicelulasas, 233

Hexosa monofosfato, ruta de la, 32
Hibridomas, 14, 23, 22|

Hidrolisis enzimadtica, 99

Hierro, 75

Hifa fingica, 26

HMP, 32

Hongos, clasificacion de los, 22
Hormona del crecimiento humano, 226
Hormonas vegetales, 88

HPLC, 102

IMP, biosintesis de, 192

Induccion, 38

Industrias carnicas, 130

— licteas, 128

InGeulos microbianos, 126, 131, 255
Insecticidas microbianos, 10

— quimicos, 10

Insectos, virus de los, 182
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Insulina humana, 15, 212

— recombinante, 226

Interferdon alfa, 226

— humano, produccién de, 230
— produccidn de, 228
Interferones, 213

Interleukina-2, produccion de, 212
fon amonio, 75

Isoenzimas, 41

Jarabes de maiz ricos en fructosa, 11
Jerez, 134
Jugo de cadba, 165

k-caseina, 150

Katsubushi, 191

Klebsiella oxytoca, 175
Kluyveromyces fragilis, 8, 113, 121
— lactis, 22

Koch, Robert, 3

Lactasas, aplicaciones de las, 236

— fungicas, 234

Lactato célcico, 105

— deshidrogenasa, 35

Lactobacillus, 137, 146

— delbruckii, 7, 35, 173

Lactosa, B2, 88

Lactosuero, 124

Lactosuero, fermentacion del, 8

Largomicina F-11, recuperacion de, 108,
110

Leche, acidificacion de la, 149

— coagulacién de la, 149

— homogeneizacion de la, 149

Lecho fluidizado, 252

Legumbres, 65

Leuconostoc oenus, 138

Levadura, gemacidn de una, 26

Levaduras, 2, 22

— de cerveceria, 111

— de destileria, 146

— de panaderia, 5, 111, 126
— fermentacion con, 134

— floculacién de las, 79

— produccién de, 124
Lignocelulosa, 82, 160, 238
Lineas celulares, 23
Linfokinas, 226

Liofilizado, 92

Lipasas fingicas, 234

Lisina, 8

— fermentacion de la, 190

— produccion de, 34, 188, 190
Lithospermum erytrhorhizon, 231
— serythrorhizon, 4

Lodos activados, 251

M

Maceracidn, 139

— por decoccidn, 139

— por infusién, 139, 145

Madeira, 134

Madera, 65

Maillard, reaccidn de, 139

Maiz, 163

Maltosa, 88

Manganeso, 75, 79, 193

— deficiencia de, 168

Masas agrias, 152

Medio aséptico, 52

— basal de Eagle, 86

— contenido de carbono del, 74

— de cultivo, mantenimiento, 88

— de fermentacién dptimo, 74

— formulacion del, 73

Medios de cultivo de células animales,
B3

— — — para células, 86

— de fermentacién microbiana, Bl

Meningitis, vacuna contra la, 219

Mesdfilos, 29

Metabolitos secundarios, biosintesis, 35

Metabolismo, 31

— primario, 31

— regulacién del 36

— secundario, 35

Metabolitos no volatiles, 104

Metano, 114

Metandgenas, 254

Metanol, 83, 122

Methylophilus, 33

— methylotrophus, 6, 114, 121
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Michaelis-Menten, ecuacion de, 76
Micoproteina, 6

Micoproteine RHM, obtencién de, 123
Micrococcus, 132
Microorganismos, 18

— fisiologia de los, 77

— industriales, 17

Miso, 154

— produccién de, 153

Monod, ecuacién de, 30, 50
Morgan, 4

Moromi, 154

Mortierella isabellia, 197

Moscas negras, 181

Mosquitos, 181

Mosto de cerveza, 135

— de uva, 136

— separacion del, 141

Mucor, 24

— miehei, 150

Mycobacterium tuberculosis, 214, 215

Neomicina, 75

Newton, ley de la viscosidad de, 55
NGF, 87

Nitrato, 75

Nitratos, 83, 88

Nitrégeno, fuentes de, 83

NPU, 120

Nucledsidos, 191 -

Nucledtidos, produccién de, 195

0

Operones, 38

Oporto, 134

Ortoclén, 226

Orugas, 18]

Osmosis inversa, 101

Oxigeno, 76

— velocidad de absorcidn, 76, 77

Pajn, 65

Pan, fabricacion del, 150

— masa del, 1, 4

Papaina, 234

Parafinas, 113

Pasteur, Louis, 2

PDGF, 87

Pectinasas, 233

Pediococcus, 137, 155

— cerevisiae, 132

Penicilina, 12, 75, 78, 105

— fermentacidén de la, 205

— produccién de, 202

— ruta biosintética de la, 202

Penicilinas, 201

— modificadas, 12

— semisintéticas, 201

Penicillium, 11, 25

— camemberti, 128, 150

— chrysogenum, 78

— notatum, 12, 199

— roqueforti, 128, 150

Pentosas, fermentacién de las, 162

Peptidasa sefial cotraduccional, 44, 45

Péptido sefial, 44 .

Péptidos, purificacién de, 106

Permeabilidad, 79

Petrdleo, 159

pH, 30

— control del, 80

PHB, 180

Pldsmidos, 18

Plasticos biodegradables, 9

Poli-b-hidroxibutirato, 180

Polihidroxibutirato, 9

Polio, vacuna contra la, 214

Polisacdridos, degradacién de los, 238

— microbianos, 178

— recuperacién de, 106

Potencia, nimero de, 60

Precipitacién, 100

Pregnenolona, 208

Proceso Melle Boinot, 165

— Viena, 6

Procesos continuos, fermentacién en,
47, 48

— de recuperacién, 103

— de separacién, 91

— discontinuos alimentados, 47, 48

— — fermentacién, 47, 48

Producto, purificacién del, 89

— recuperacién del, 89

Productos cédrnicos fermentados, 155

— para uso médico, 199

— quimicos, biosintesis de, 161

Proceso Holandés, 6

Progesterona, 13

Propionibacterium, 149, 194
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— represormas, 38
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— vacuna contra la, 220
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Queso, 1
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— — concertada, 41

Rendimiento, 91

Reograma, 57

Represion feedback, 40

— por el catabolito, 38

RER, 120
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— tratamiento de, 249

Reynolds, nimero de, 60

Rhizophus, 24

— arrhizus, 13, 78
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— oligosporus, 154

Riboflavina, 75, 105, 194

— produccién de, 10

Ribulosa monofosfato, cicle de la, 123
— — via de la, 33
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Sacarificacién, 146
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Saccharomyces, 15
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— rouxii, 135
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Saccharomycopsis fibuligera, 113
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Salmonella typhi, 215
— — produccién de, 216
Salsa de soja, produccién de, 153
— koikuchi, 154
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Schwanniomyces castelli, 237
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Secado por atomizacién, 92
Secrecion cotraduccional, 44, 45
— postraduccional, 45
Sedimentacién, 94
Selerotium, 179
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Separacion por tamafos, 100
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— estructura de la, 232
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SIDA, 220
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Sinéresis, 149, 150
Sintesis proteica de los eucariotas, 37
— — — procariotas, 37
Sistemas de aireacidn, 54
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— de mezclado, 54
— en dos fases, 239
SO; en cerveza, 137
Soja fermentada, 152
— salsa de, 3
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Spirulina, | \ l”l‘
Staphylococcus aureus, 12, 155
— carnosus, 155 |
Streptococcus, 146 Vacuna de poliovirus, 219
— cremoris, 128 Vacunas, 13, 214
— lactis, 128 — produccidn de, 214
— pneumonia, 219 — viricas, 4, 218
Streptomyces, 12, 18, 76, 244 Valvula de muestreo aséptica, 52
— aureofaciens, 206 Velocidad de crecimiento, 29
— griseus, 78 Vibrio cholerae, 13, 215
— peucetius, 227 — — produccién de, 216
— pluricoloresceus, 108, 110 Vinagre, 1, 155
Substratos, 112 — produccién de, 60
— complejos, 83, 84 Vino, 133 :
— solidos, 65 — blanco, 137, 147 ? '
Suero de leche, 112 — clarificacion del, 148 y
— fetal de ternera, 83 — elaboracion del, 1, 147
— funciones del, 85 — tinto, 137, 148
Viruela, 13
— vacuna contra la, 214 . -
Virus, 26 - o (= '
Viscosidad, 56 P z
T Vitamina Biz, 194 .

— sintesis de la, 10
Vitaminas, 9, 194
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— ruta biosintética de la, 204 — bourbon, 145
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TGF, 87 — destilacion del, 147 g ~ y :
Thermoanaerobacter ethanolicus, 162 — escocés, 145 _ W
TOC, 249 — fermentacién del, 146 .
Toxinas bacterianas, 217 — maduracion del, 147

Transferencia de energia, 58 — produccién de, 145 0 \

— de masa, 57 e

— de oxigeno, 58

Traslocasas, 43 X

Tratamiento acrobio de residuos, 251 -)
— anaerobio de desechos, 253

Trichoderma, 24 Xanthomonas campestris, 9
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Ultrafiltracion, 101 Zine, 75

Urea, 83 Zygomycotina, 22
Uroquinasa, 226 Zynomonas mobilis, 162




