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Prólogo 

En muchas formas, el proceso de la fermentación representa un eslabón o 
puente esencial, ya que vincula, por ejemplo, las antiguas artes de elaboración 
de queso, vino y alimentos fermentados orientales mediante el empleo de una 
110m microbiana natural con la moderna industria de fermentación de alimen
to.' que utiliza cultivos puros y un sofisticado equipo de control del proceso, 
"si como las prácticas antiguas de producción de algas para consumo alimenta
,in en tanques alcalinos con el proceso de producción a gran escala de proteínas 
de organismos unicelulares, diseñado recientemente. El desarrollo con éxito del 
11Ioceso de fermentación ha permitido, a partir de las observaciones de Alexan
der Hcming acerca de los efectos antagonistas del Penicillium notatum respecto 
tl l Staphylococcus aureus, evolucionar hasta la gran industria de los antibióti
""S. Existen además muchos otros ejemplos históricos. Recientemente, la fer
Il,entación ha emergido como una tecnología fundamental y vital, como la fuerza 
¡ntesrante de la biotecnologia moderna. El desarrollo de la tecnología de la fer
",clltación depende de los logros de los biólogos moleculares y celulares y de 
1", ",¡¡enieros de procesos, lo que vincula la ingeniería genética con los proce
,m industriales a gran escala comercialmente viables. El espectacular avance 
dt, la tecnologfa de hibridomas y la comercialización del primer proceso en planta 
tk cultivo de células han conducido a que el fermentador sea un instrumento 
~c producción, no sólo para la manufactura de productos microbianos sino tam
hU~1l para la de células obtenidas de mamíferos y plantas. La necesidad de con
t",lnr mejor el proceso de fermentación, de forma más automática, y el desa-
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,,"11(1 de dispositivos de detección biológicos o biosensores ha unido la biología 
,'11 11 111 elec,rónica y la tecnología de computadoras. La expansión de la activi
dud comercial en las próximas décadas, resultante de las investigaciones en bio
I"gln lTIolecular y celular, asegura a la tecnología de fermentación un brillante 
1I,'uro. A largo plazo, la fermentación de materias primas renovables puede reem-
1\1071,r a los combustibles fósibles no renovables como fuente de compuestos 
(Juunicos. Este libro, enfocado en los fundamentos, procesos y productos, in
lenta abarcar todos estos aspectos. 

Agradezco especialmente a mis colegas el Dr. C . W. Robinson, del Departa
mento de Ingeniería Química, y al Dr. B. R. Glick, del Departamento de Biolo
sin de la Universidad de Waterloo y a mi ex-colega, el Dr. M. Clynes, de la Es
cuela de Ciencias Biológicas, N .I.H.E. de Dublín, el haber revisado cada una 
de las secciones del libro y haberme aconsejado experta y críticamente. Tam
bién agradezco a mis colegas Val Butler, Kathy Clarke, Kitty Hain y Shelley Stobo 
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Capítulo 1 

Introducción 

La fermentación como un antiguo arte v 

En términos generales, la fermentación implica el empleo de microorganis
mos para llevar a cabo transformaciones de la materia orgánica catalizadas por 
cnzimas. La fermentación ha sido realizada como un arte durante muchos si
glos; por ejemplo, la elaboración del vino se cree que se practicaba ya al menos 
10.000 años a.C. mientras que los historiadores creen que los egipcios produ
cfan cerveza en los anos 5000-6000 a.C.,dejando germinar la cebada en vasijas 
de barro y después estrujándola, amasándola y finalmente remojándola con agua 
para obtener la bebida. Hacia el ano 4000 a.C. los egipcios utilizaron las leva
duras de la cerveza para la producción de dióxido de carbono para el hincha
miento de la masa del pan.'En Méjico, los antiguos aztecas recogian algas del 
género Spirulina de estanques alcalinos para el consumo alimentario. Los orí
genes de una gran variedad de alimentos y salsas fermentadas procedentes del 
Oriente y de otras partes del mundo, que actualmente se sabe que están basados 
en procesos de fermentación, producción de enzimas e hidrólisis enzimática me
diante métodos de cultivo de superficie, se remontan claramente a muchos mi
les de anos. Los datos acerca de la transformación de la leche en derivados lác
teos, por ejemplo queso, se remontan al ano 5000 a.C. cuando se observó que 
la leche contenida en los estómagos de las terneras (que tienen enzimas que coa
gulan la leche) se cuajaba . El vinagre probablemente se conociera desde el mo-



2 BIOTECNOLOGIA DE LA FERMENTACION 

IlI t' llI tl' l'n el que se obtuvo vino, aunque los dalos más tempranos referidos a 
t'\ 1 ~ "nml'uc.to se hallan en el Antiguo y Nuevo Teslamento. Las primeras refe
'<I.dll' pura destilar alcohol para bebidas datan del año 10000 a.C. en China. 

1.11 producción de alimentos y bebidas modificadas mediante procesos de 
Ir, ",cmución es operativa desde aproximadamente 10.000 anos allles de que se 
It.'~o ll ocicra la existencia de los microorganismos, siendo también evidente que 
,'''''.\ I(.'cnolog(as tradicionales han ido mejorando gradualmente. El examen mi
cro.cÓpico de los sedimentos de las urnas de cerveza excavadas que datan del 
1400 nI 1440 a.C. demuestra claramente que la mayoda de las veces contienen 
levuduras, observándose también que en los sedimentos más recientes su pureza 
es 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 anos para curar 
hcridas y tralar las infecciones. Retrospectivamente, los efectos beneficiosos de 
tales tratamientos se debían indudablemente a su actividad antibiÓtica . 

l..a era moderna de la tecnología de la fermenlación industrial 

TECNOLOGIA MICROBIANA 

Antonie van Leeuwenhoek, un holandés pionero en el uso del microscopio, 
fue el primero en observar las levaduras al examinar gotas de cerveza fermenta
da COIl un microscopio primitivo en 1680, aunque este descubrimiento pronto 
fue olvidado y la fermentación continuó siendo estudiada casi exclusivament.e 
por los químicos, como había ocurrido hasta entonces, quienes no considera
ron que en este proceso estuviese implkada la mateda viva. Posteriormente en
tre 1836 y 1837 tres investigadores, Cagniard-Lalour, Schwann y Kutzing mani
festaron independientemente su opinión de que las levaduras eran una «cosa» 
viva, idea que fue ridiculizada por un cierto número de químicos eminentes, 
entre ellos Berzelius, Wholer y von Uebig. En 1847, Blondeau, profesor de físi
ca, estudió las fermentaciones que implicaban a los ácidos láctico, bULÍrico 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, concluyó finalmente que las levaduras vivas fermentaban el azúcar en eta
nol y dióxido de carbono, cuando eran obligadas 'a vivir en ausencia de aire. 
Pnsteur también estudió muchas otras fermentaciones. Por ejemplo, observó que 

IN'lKODU CION ) 

un organismo (probablemente un Ptmicillium) fermentaba selectivamente el O 
tartrato amónico en una mezcla racémica de D y L-tartrato; lambién observó 
cómo unos organismos cilíndricos producían ácido butírico sólo en condicio
nes anaerobias y además investigó la producción de ácido acético por fermenta
ción. En los años setenta del siglo pasado Pasteur, junto con otros investigado
res, observó 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 microbiología industrial y médica data del l881, cuando Robert Koch, 
médico, exploró el desarrollo de técnicas de cultivo puro así como otros méto
dos bacteriológicos clásicos utilizados hasta la fecha. 

Dos elementos vitales condicionaron el inicio de la era moderna de la tecno 
logia de la fermentación industrial: el empleo lradicional de mohos y levaduru.\ 
en la modificación de alimentos y bebidas y los estudios microbiológicos pio 
neros de cienLÍficos como Pasteur y Koch. La tecnología de los procesos de fer· 
mentación en superficie o semisólidos ha sido desarrollada a través de la pro
ducción de alimentos orientales; la capacidad de los mohos para hidrolizar el 
almidón y las proteínas, por ejemplo, en la producciÓn de salsa de soja, ha pre
parado el camino hacia la producción de enzimas industriales. Las fermenta
ciones anaerobias, particularmente la producción de bebidas alcohólicas, ha
b!an sido ya desarrolladas y caracterizadas en alguna extensiÓn. El cultivo de 
algas y mohos ha cimentado el proceso industrial de obtención de proteínas ali
mentarias microbianas (proteínas de organismos unicelulares, Sep) y de inócu
los de microorganismos. La producción tradicional de vinagre y más recienle
mcnte los estudios de Pasleur acerca de la producción de ácidos han preparado 
el camino hacia el desarrollo de fermentaciones que produzcan ácidos orgáni
cos. El desarrollo de la melado logia 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 
y condiciones asépticas en las fermentaciones industriales. 

CULTIVO DE CELULAS DE ANIMALES Y PLANTAS 

Aunque las técnicas de cultivo de células de mamiferos in vi/ro se vienen 
practicando desde hace un siglo, en general los avances en este área han len ido 
lugar más recientemente que los de la lecnología microbiana. Roux, en 1885, 
llevó a cabo los primeros experimentos de «explantacióm) utilizando tejidos vi
vos de embrión de pollo. Hacia 1910, Harrison y Carrel desarrollaron muchas 
de las técnicas clásicas de cultivo de células de mamíferos, definiendo la com
posició n de sales y aminoácidos del medio de cultivo, usando por primera vez 
como suplemento plasma o linfa coagulada para estimular el crecimiento y di-
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señando biorreactores para la producción de virus y olros prod uctos. En 1950 
Morgan y sus colegas desarrollaron el primer medio definido químicamente ca
paz de mantener el crecimiento de embriones de pollo durante 4-5 semanas. En
lre 1955 y 1960. Bagle y colaboradores definieron muchas de las necesidades 
nU ldli vas de las células de mamífero cultivadas. Las exigencias de vitaminas y 
lIm l~oácldos. específicos determmadas por este grupo para el crecimiento repro
ducible de celulas L han servido de base para la mayoría de las formulaciones 
habituales para el cultivo celular de lineas específicas. Estos avances han permí
lido a partir de los años cincuenta el desarrollo de las vacunas víricas mediante 
técnicas de cultivo celular y han dado paso a una mayor expansión en el uso 
industrial de cultivos de células para la producción de anlicuerpos 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 años 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 
úhimos años de la década de los cincuenta y los primeros de la de los sesenta 
se logró el cultivo a gran escala de tabaco' y de una gran variedad de células 
vegetales. Thmbién ha ganado interés el empleo de cuhivos de células vegetales 
para prodUCir plantas con metabolitos secundarios de gran valor. En 1985 Mit
~u i Petrochemical Company de Japón comenzó la producción de shikonin'a uti
lizando. Lilhospermum erYlhrorhizon. siendo éste el primer caso de producción 
comercial de un metabolito secundario vegetal mediante cuhivo de células. 

FERMENTACIONES EN ALIMENTOS 

Mientras que las fermentaciones alimentarias industriales modernas se de
sarrolla ban a partir de procesos de fermentación tradicionales. las fermentacio
nes alimentarias por sí mismas también continuaban su avance tecnológico. Pro
cesos tales Como la fabricación de pan. queso y cerveza así como la de bebidas 
alcohólicas. se han desarrollado hasta satisfacer las exigencias comerciales mo
dernas de producción a gran escala. calidad constante y elevada. costos compe
UllvoS y vanedad de productos. Las preparaciones normalizadas de levaduras 
~e pan~dería y culti~os «starten> para productos lácteos y el empleo de enzimas 
1I1duslnales han mejorado la eficacia así como la automatización y control de 
calidad de los modernos procesos de fabricación de pan y de fermentación de 
la leche. 

La fermentación de la masa de pan se acelera mediante el empleo de una 
mayor proporción de levaduras a temperaturas más elevadas. El uso de amila
sas microbianas libera azúcares fermentables a partir de los granos de almidón. 
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proporcionando asl azúcares a las levaduras para que fermenlcn liberando bu r 
bujas de CO, . lo que eleva la masa y da al pan su textura caractcrlslica . ! as 
proteasas microbianas se U1ilizan frecuentemente para bidrolizar parcialmenl e 
las proteinas del gluten del trigo. facilitando así la manejabilidad de la maso. 
incrementando el volumen de la hogaza y mejorando su forma. 

El empleo de cultivos «slarter» en la elaboración del queso es uno de los 
factores que han contribuido al desarrollo de una gran variedad de quesos de 
alta calidad. La elaboración del queso ya no se basa en la mfección espollldnco 
de la leche, al perfeccionarse el proceso mediante el empleo de microorgonh 
mas cultivados y otros auxiliares tecnológicos combinados con un moderno L'(!lli 
po de manejo de la leche. No obstante. pueden presentarse graves proble11la, 
de infección de los cultivos por bacteriófagos. que pueden evitarse mediante el 
empleo de cultivos mixtos. rotación de las cepas (<starten> no asociadas con fu 
gas y el uso de inhibidores de fagos. A partir de los primeros años de la décadn 
de los ochenta se han desarrollado con éxito cepas insensibles a los bacteriófago\. 

Desde los tiempos de Pasteur se han producido muchos avances en la indllS 
tria de las bebidas alcohólicas. La pasterización ha permitido que la cervc/.o 
haya pasado de una escala de producción local a nacional e internacional. Las 
industrias cerveceras y de fabricación de vinos y licores han pasado rápidamen
te de ser unidades artesanales a grandes complejos cuyo objetivo es el manlener 
un producto de características uniformes aún cuando las materias primas. la 
planta y la escala de operación estén cambiando continuamente. Para conse
guir un producto reproducible, el proceso de fermentación se ha normalizado 
mediante el control de parámetros lales corno la velocidad de moculación. la 
viabilidad y condiciones de almacenamiento de las levaduras. las concentracio
nes de oxígeno disuelto. los contenidos de nitrógeno soluble y de azúcares fer
mentables del mosto y la temperatura del proceso. Se han llevado a cabo inno
vaciones como el uso de procesos de fermentación continuos. la obtención de 
cerveza con concentraciones de mosto elevadas. el empleo de cereales no mal
teados y enzimas microbianos y la producción de cervezas bajas en carbohidra
tos. obteniéndose diversos niveles de éxito. Thmbién se han aplicado las técnicas 
genéticas convencionales para mejorar las propiedades deseables de las levadu
ras y eliminar sus caracterlsticas indeseables. 

LEVADURAS DE PANADERIA Y PROTEINAS DE ORGAN ISMOS UNICELULARES 

En el siglo XVII. los panaderos obtenían sus levaduras de las fábricas de 
cerveza locales. aunque, debido a su sabor amargo y a las actividades de fer
mentaciÓn variables. estas levaduras fueron substituyéndose gradualmente por 
las procedentes de las industrias de elaboración de bebidas alcohólicas. que a 
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"" \ " lo Ioleron por las de panadería . Las primeras levaduras prensadas de pa-
1I1I,!rlla se obtuvieron aproximadamente en 1781 utilizando un proceso deno
IIlIlIilllu Id lolandés », y posteriormente en 1846 mediante el proceso denomina
d .. de "Viena». Ambos procesos obtenían unos rendimientos de levadura bajos, 
dd S % y 14 "1, respectivamenle, referido a las materias primas, y aproximada
IIlelllc un 30 "1, de alcohol. Entre 1879 y 1919 se' consiguieron avances substan
du l ~, en las fermemacio nes industriales d~ biomasa de levadura que cond~je
,(In nla producción industrial de levaduras de panadería de forma independien
le a la de las bebidas alcohólicas. En 1879, Marquardt introdujo la aireación 
de la pasta de cereales, lo que aumentaba el rendimiento y disminuía la produc
ció n concomitante de alcohol al 20 "lo. Las mejoras posteriores como el aporle 
gradual del azúcar, primer ejemplo de los procesos de fermentación con retroa
limentación , elevaban la eficacia hasla situarla en un valor próximo al del má
ximo teórico y sin la formación concomitante de alcohol. 

En Alemania, durante la Primera Guerra Mundial, las levaduras d'W'anade
ría, hechas crecer en melazas, se producían como suplemento proteico para el 
consumo humano, siendo éste el primer proceso de fermentación moderno des
linado a la producción de proteínas de organismos unicelulares. Posteriormen
le, también en Alemania, durante la Segunda Guerra Mundial, se empleó Can
dida IItilis, cultivada en caldos de desecho procedentes de la manufactura de 
papel y pulpa al sulfito y en derivados de azúcares obtenidos por hidrólisis áci
da de la madera , como fuente proteica para alimentación humana y animal. 
E>le proceso se ha utilizado en USA, Suiza, Taiwan y Rusia. A partir de 1968 
diversas compañías de Europa, USA y Japón han construido plantas destina
das a la producción de proteínas de organismos unicelulares, algunas de ellas 
ya cerradas por los problemas de regulación o los elevados costos mientras que 
otms continúan sus programas de desarrollo. Por ejemplo, en 1981, lel en In
glaterra, aumentó la escala de producción usando la bacteria aerobia Merhylo
phi/liS methylotrophus hasta producir 3.000 lln/ mes de «Pruteem>, un producto 
destinado a la alimentación animal. La primera proteína microbiana nueva pro
ducida por fermentación y aprobada por el gobierno inglés para consumo hu
mano, la «MicoprOleÍna», se produce a partir del hongo Fusarium graminea
r/lm por la compañía Rank Hovi s McDougall, en Inglaterra. Su morfología fi 
lamentosa confiere a la «Micoproteína» 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 aceptación por parte de los consumidores. 
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PRODUCTOS OUIMICOS y ADITIVOS ALIMENTARIOS 

Acidos orgánicos 

La producción comercial de ácido láctico por fermentaci6.ILSO inició en 1881 
y aún hoy el 50 "1, del ácido láctico utilizado a nivel industrial se produce por 
este método usando Lactobacil/lIs delbrllckii. 

El ácido ci tricoJe_produjo iniC~!!l~poL~tracción del zumo ~_ Iimón 
y posteriormente fue sintetizado a partir de glicerol y otros compuestos Quími
cos. En 1923 se obtuvo citrato mediante fermentación industrial y diez añ~
pués, la producción m~nu~ ~Q.b.rep';;-aba las 10.000 Tm, de las cuales más 
del 80 "1, se obtenían por fermentación. Actualmente se estima que el mercado 
anual es de más de 350.000 Tm, producidas exclusivamente por fermentación. 
Inicialmente, se emplearon métodos de cultivo en superficie con Aspergil/us ni
ger como organismo productor. Después de la Segunda Guerra Mundial se in
trodujo un proceso que utilizaba A. niger sum ergido y hacia 1977 se comerciali
zÓ otro proceso sumergido que empleaba Candida, más eficaz. 

Otros ácidos orgánic s manufactl!rados de forma económicamente renta
ble por fermentación son el ácido glucónico y el itacónico. El ácido acético 
para uso alimentario vinagre) se obtiene exclusivamente por oxidacióll del eta
nol mediante Acetobacler aceli, en tanto que el ácido acético industrial se ma-
nufactura únicamente QQr métodos químicos. --

A lcoholes y cetonas 

Durante la Primera Guerra Mundial el suministro de aceiles vegetales im
portados utilizados para la producción de glicerol se cerró para Alemania, que 
rápidamente diseñó un proceso de fermentación para producir glicerol, usado 
en la fabricación 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 sódico. Durante la guerra los ingleses satisfacieron sus nece
sidades de acetona por el desarrollo de un proceso de fermentación acetona
butanol anaerobio con Clostridillm acetobllty licll/11, siendo el primer proceso 
de fermentación a gran escala que necesitaba mélodos de cultivo puro para pre
venir la contaminación. Después de la Primera Guerra Mundial la demanda de 
acetona disminuyó p~ro Iª--ºe n-butanol aumentó, por lo que este produto con
tinuó produciéndose por fermentación hasta los años cincuenta_en IQLque el 
precio de los derivados del petróleo cayó por debajo del precio del almidón y 
de los substratos a base de azúcar. La fermentación acetona-butanol operó co
mercialmente hasta hace muy poco liempo, en una planta de la Natíonal Che
mical Products, de Sudáfrica, debido a la escasez de petróleo originado por los 
embargos internacionales. 
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H alcohol industrial producido quimicamente fue utilizado extensamente 
l'rt USA n partir del año 1800. La industria de la fermentación alcohólica se 
I"idel una vez revocada la prohibiciQn, yen 1941 acaparaba el 77 "lo del merca-
111> del alcohol industrial. Durante los años cincuenta y sesenta, el etileno era 
hllluln, por lo que se diseñaron procesos de hidratación eficaces para su conver
,i,l" en etanol que hicieron que la producción de etanol sintético fuera más com
I>clllivn económicamente que los métodos de fermentación. En 1973 la crisis 
d~1 petróleo, con el consiguiente incremento de los precios hizo que el mundo 
cnlero se interesase por combustibles renovables alternativos. Por ejemplo, Bra
.il se embarcó en un programa nacional sobre el alcohol que apuntaba hacia 
el desarrollo de la capacidad de fermentación que produjese en 1987 tres billa· 
nes de galones de etanol anuales a partir de caña de azúcar. El gobierno federal 
de USA alentó el desarrollo de la producción de alcohol a partir de la fermenta
ción del maíz mediante el Gasohol Program, reduciendo los impuestos del «ga
sohol » (gasolina con un 10 "lo de alcohol), por lo que se establecieron un núme
ro considerable de plantas de fermentación de pequel\a y gran escala que produ
cían alcohol mediante procesos de fermentación continuos y discontinuos; el 
objetivo de este programa era conseguir un volumen de producción anual de 
1,8 billones de galones a mitades de los ochenta. También se obtiene etanol por 
la fermentación del suero de leche con K/uyveromyces fragi/is, aunque el volu
men de producción obtenido por este procedimiento es minúsculo comparado 
con el producido por S. cerevisiae a partir de malz o caña de azúcar. La fermen
tación del lactosuero (que solo tiene aproximadamente un 5 "lo de lactosa en 
peso/volumen) debe llevarse a cabo en lugares próximos a las fábricas de que· 
sos, puesto que si no los costos de transporte serían prohibitivos. 

Actualmente solo un pequel\o número de productos químicos de gran volu
men de consumo se obtienen por fermentación, ya que prácticamente todos ellos 
~e manufacturan a partir del petróleo y del gas natural. Las fluctuaciones del 
costo y el incierto suministro de petróleo, así como la inquietud frente al agota
miento definitivo de las fuentes no renovables han intensificado el interés del 
empleo de recursos no petrolíferos para la producción de energía y de compues· 
tos qulmicos. 

Aminoácidos 

Durante los últimos treinta años, la.m-oducción de aminoácidos mediante 
procesos de fermentación aerobia ha experimentado una rápida e~ru!!lsión. El 
glutamato monosóilico y la lisina son los que se producen en cantidades mayo
res, con niveles de producción mundial anuales de 370.000 Tm y 40.000 Tm, res
pectivamente. Los procesos deJermentación ~re.s.ultado de un.elegªnte tra
bajo de investigación acerca de los mecanismos bioquímicos que regulan la bio-
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síntesis de aminoácidQs por los microorganismos, consiguiendo la superproduc· 
ción de aminoácidos mediante una combinación de mutaciones y del conl rol 
de los procesos de fermentación. Las técnicas empleadas intentan estimular a 
las células para que ingiera nuevos materiales, previniendo o impidiendo las reac
ciones laterales, así como inducir y activar a los enzimas biosintéticos y reducir 
o inhibir la actividad enzimática que podría degradar el producto, y finalmelllc 
facilitar la excreción del aminoácido. Las investigaciones clásicas utilizadas por 
el desarrollo de la fermentación del ác ido glutámico han dado un Impetu signi
ficativo a los procesos de fermentación para la producción de otros metabolitos 
primarios, de forma que actualmente la mayoría de los aminoácidos se produ 
cen comercialmente mediante estos procesos. Se han aplicado técnicas similares 
a la producción de mono fosfatos de inosina y guanosina, potenciado res del sabor. 

Biopolímeros 

En los últimos alias se han diseñado un gran número de fermentacio nesjn
dustriales destinadas a la producción de bio olímeros mi bjanos. La mayoría 
de los polimeros son sintéticos y por tanto son sensibles a las fluctuaciones del 
precio del petróleo, de forma que los biopolímeros pueden ser especialmente 
importantes cuando se eleve el precio del crudo. 

El ~6íopolímerg más importante en función del volumen de su producción 
es la- m xan ano, titizada como gelificante o estabilizan!e de suspensiones, 
producida por · ermentación aero la e a actena ant omonas campes/riso 
Existen otras gomas microbianas de interés comercial que se obtienen-a partir 
de Aze/obac/er vine/andii (alginato), Aureobasidium pul/u/ans (pululano), Se/e
rotinum (esclerogl ucano) y Pseudomonas e/odea (gelano). Los elevados pesos 
moleculares y viscosidades de los polisacáridos 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 disel\ar 
un aparato óptimo para estos procesos. 

Un polímero muy prometedor que está siendo desarrollado actualmente es 
eI-polihidroxibutirato, poliester termoplástico que se puede acumular intracelu
larmente en algunos tipos de A/caligenes entrophus hasta un nivel del 70 "lo en 
peso de biomasa. Este producto podría permitir el empleo de plásticos biode
gradables en lugar de los plásticos obtenidos a partir del petróleo, no 
biodegradables. 

Vitaminas 

En la actualidad la mayorla de las vitaminas se producen por métodos qul
micos. Aunque se han descrito métodos de fermentación ara un mn número 
de vitaminas del grupo B, comQ.l.a tiamina> biotina ~o fÓlico, ácido an.lo1C, 
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IIko, piridoxamina, vitamina 8 12 y ribonavina. únicamente las dos últimas se 
\l hll ~nCII mediante métodos biológicos. La síntesis qulmica de la vitamina B

'
2 

C\ ~, I rcm adamente complicada por lo que sólo se obtiene comercialmente me
d¡,lIIl e fermentación industrial con Pseudomonas. En la producción de ribofla
\ li la lo, procesos de fermentación compiten eficazmente con los métodos de 
"(lIl csis o de semisíntesis química, de forma que la tercera parte del volumen 
li t· producción de esta vitamina se obliene por fermentación. En 1935, se utilizó 
1" ImCf'dmenle Eremolhecium ashbyii para obtener la vitamina, consiguiéndose 
UII OS rendimientos que fueron incrementándose gradualmente hasta alcanzar los 
5,3 g/I, aunque debido a la inestabilidad de la cepa, posteriormente se prefirie
ron olras especies, como Ascomyceles y Ashbya gossypii. Una patente reciente 
(1984) describe una cepa recombinante de Bacill"s sub/ilis capaz de producir 
4,5 g de ribonavina en 24 h de fermentación, período muy in feriar al necesario 
con los Ascomyce/es, que se aproxima a los 5 días. 

Insec/icidas microbianos 

Los insecticidas químicos, empleados con gran éxito en agricultura y para 
favorecer la salud pública, han sido ampliamente utilizados este siglo. Sin em
bargo, las crílicas 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 comercialización de insecticidas microbianos, de forma que 
la investigación es continua en este campo. La producción de Bacillus /hurin
giensis supera con mucho la de cualquier otro insecticida microbiano produci
do comercialmente. Las condiciones de fermentación se diseñan de tal modo 
que se alcance un rendimiento y una bioactividad de la endotoxina, producida 
de forma concomitante con la esporulación, máximos. Las distintas cepas de 
8. fhuringiensis y de otros organismos capaces de sintetizar insecticidas bacte
rianos y fúngicos manifiestan toxicidades diversas. Los genes de la toxina de 
Bacillus fJllIringiensis han sido clonados en Escherichia coli y Bacillus sublilis, 
mejorando potencialmente las velocidades de producción y alterando su espec
tro de eficacia. 

Giberelinas 

Las giberelinas, diterpenoides que tienen cuatro anillos de carbono, se apli
can para la aceleración de la germinación de la cebada en la producción de mal
ta. La primera giberelina fue descubierta en 1938 y en la actualidad se conocen 
,esenta compuestos distintos. El ácido giberélico se produjo inicialmente me
diante cultivo en superficie en una fermentación prolongada, consiguiéndose 
rendimientos de 40-60 mg/ I de producto. Hoy en día las fermentaciones comer
ciales por cultivos sumergidos producen rendimientos significativamente mayores. 
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ENZIMAS MICROBIANOS 

La explotación comercial de enzim as microbianos ai slados fue iniciada por 
Jokichi Takamine, un japonés que emigró a USA, y que en 1894 patentó un 
método para la preparación de enzimas diastásicos 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 sólido, como trigo o salva
do, era reflejo indudablemente de los procesos similares de preparación 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 Badllus subfili,¡ 
y Eacillus mesenlericus para obtener amilasas y diastasas también mediante téc· 
nicas de cultivo en superficie. Los métodos de cultivo en superficie para la pro
ducción de enzimas fúngicos se utilizaron en USA hacia los anos cincuenta y 
aún hoy continúan empleándose, especialmente en Japón. Las fermentaciones 
fúngicas sumergidas se em plearon en USA y Europa para la producción de en
zimas basándose en la experiencia conseguida con las fermentaciones sumergi
das en el desarroUo del proceso de producción de Penicillium, en los Northern 
Regional Research Laboratories (NRRL) de USA. 

La introducción de enzimas microbianos industriales en el mercado estable
ció el fundamento de la tecnología para la aplicación de enzimas, particular
mente en áreas del procesado de alimentos como la producción de cerveza y 
zumos de frutas y la manufactura de hidrolizados de almidón. En los años se
senta el mercado de los enzimas industriales se expandió dramáticamente al in
cluirse proteasas alcalinas en los detergentes en polvo. La producción y empleo 
de glucosa isomerasa microbiana para la man ufactura de jarabes de maíz ricos 
en fructosa representó un hito muy importante en esta década, produciéndose 
un gran impacto en el mercado de edulcorantes calóricos, dominado hasta en
tonces por la sacarosa. En USA, la industria destinada a la elaboración de bebi
das era el usuario industrial más importante de azúcar, pero hacia 1984 las prin
cipales compañías de fabricación de bebidas no alcohólicas habían llevado a 
cabo la substitución total de la sacarosa por los jarabes de maíz ricos en fructo
sao Otro desarrollo técnico significativo de los años setenta consistió en la co
mercialización de a-amilasa estable a temperaturas elevadas obtenida a partir 
de Bacillus licheniformis. La capacidad de este enzima para licuar el almidón 
a temperaturas de hasta 110 oC no sólo ha hecho más eficaz el proceso de hi
drólisis del almidón sino que también ha impulsado el aislamiento o modifica
ción de otros enzimas con estabilidad elevada. 
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1-¡IOQUerOS DE USO MEDICO 

IIIflhí6ficos 

Durante cincuenta anos, siguiendo la sugerencia de Pasteur de que los efec
to, antagonistas de unos microorganismos frente a otros podían tener potencia
les efectos terapéuticos, se probaron como medicina sin éxito diversas prepara
ciones microbianas. Finalmente, en el ano 1928, Alexander Fleming observó que 
el Prmicillium nOfacum, contaminante de los cultivos de Staphyfococcus aureus, 
mataba las bacterias, demostrando que el ingrediente activo, denominado peni
cilina, podía inhibir otras muchas bacterias. Una vez aislada la penicilina en 
una forma activa estable por Florey y Chain en 1940, se demostró su destacada 
actividad antibacteriana y se desarrolló en USA un proceso de fermentación co
mercial con el apoyo del NRRL (Northern Regional Research Laboratories) y 
la colaboración de varias compañías farmacéuticas americanas. 

El desarrollo con éxito de la obtención por fermentación de la penicilina 
marcó el inicio de la industria de los antibióticos. Muy pronto se aislaron mu
chos nuevos antibióticos, como la estreplomicina, a partir de especies de Sfrep
fomyces y se descubrieron las cefalosporinas, producidas por Cephafosporium 
acremonium. Las penicilinas, cefalosporinas y estreptomicinas fueron los pri
meros antibióticos más importantes descubiertos, aunque desde los anos cua
renta hasta nuestros dlas se aislan anualmente cientos de nuevos antibióticos. 

El desarrollo del proceso de fermentación de la penicilina tam bién ha dado 
lugar a avances generales claves en la fermentación industrial, marcando el co
mienzo de los procesos eficaces de fermentación fúngica sumergida. La edad 
de oro de la genética microbiana clásica, que implicaba técnicas de mutación 
y selección, iniciada aproximadamente en el año 1940, ha permitido incremen
tar, por ejemplo, los rendimientos de penicilina desde unos pocos mg por litro 
hasla 20 gi l de cultivo. También se iniciaron estudios sobre la naturaleza del 
complejo proceso metabólico implicado en la producción de metabolitos secun
darios, moléculas pequeñas, como los antibióticos, que no lienen 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 inactivación por ácidos o enzimas alterada por 
transformación química de la penicilina natural; postedormente, algunas de las 
etapas de semisintesis fueron llevadas a cabo por conversiones biológicas. 

Transformaciones de eSferoides 

El empleo de microorganismos para llevar a cabo transformaciones enzimá
licas altamente selectivas y especificas de productos farmacéuticos representó 
un avance decisivo en el desarrollo de medicamentos con hormonas esteroides. 

IN·I HOllUl ION 

En los años cuarenta se estableció que la cortisona, esteroide secrclado po, lu 
glándula adrenal, aliviaba el dolor de los pacientes con artritis reumatoicle. pt'" 
lo que se diseñó un procedimiento de síntesis química que requería 37 etapa; 
para la producción de cortisona, a un costo de 200$ el gramo. En 1952, los cien
tíficos de Upohn Company descubrieron una cepa de Rhizopus arrhizus q\lc 
hidroxilaba la progesterona, produciendo ll-a-hidroxiprogesterona, lo que per· 
mitió que el procedimiento de síntesis de cortisona pasase de 37 a II ctapas y 
se redujese su costo a 16$/g. A lo largo de los anos se han introducido mejora, 
constantes en el proceso, que han ido disminuyendo progresivamente los COSlu, 

de producción de forma que en 1980 éste era de sólo O,46$/g. 
Se han aplicado técnicas de biotransformación microbiana similares pum 

la síntesis de otros esteroides, particularmente a1dosterona, prednisona y p,cu 
nisolona. Las técnicas son también importantes para la síntesis de otros cam 
puestos qulmicos, tanto farmacéuticos como sin aplicaciones médicas. 

Vacunas 

Existen referencias acerca de las enfermedades infecciosas en algunos unt i
guos escritos hindúes y evidencias arqueológicas de lesiones tuberculosas en las 
momias de las primeras tumbas egipcias. 

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

El empleo de vacunas, así como la inmunologia, comenzaron hacia 1877, 
cuando Pasteur dirigió su atención 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 aisló el Vibrio choferae y la primera vacuna del cólera fue administrada 
en 1894 por Ferran y Clua, médico español, mediante inyección subcutánea de 
caldos de cultivo vivos a más de 30.000 españoles. Durante la primera Guerra 
Mundial los ejércitos fueron sometidos a programas de vacunación contra el 
tifus y en la segunda Guerra Mundial se introdujo un programa similar contra 
el tétanos. A finales de los años treinta comenzó la vacunación masiva contra 
la difteria. El uso extendido de las vacunas contra la IOsferina y la poliomielitis 
da cuenta del éxito obtenido en los ensayos realizados en 1955 con estas vacu
nas. Hacia 1936 Calmette y Ouérin 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 años más tarde se introdujo la primera vacuna BeG 
(Bacilo de Calmette y Ouerin) que inmunizaba frente a la tuberculosis. El uso 
de vacunas atenuadas sufrió un gran reves diez años después, en el llamado de-
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' ''Mle de Lübcck, en el que 72 de los 240 niíl os vacunados con la BCG murieron 
~() "' O resullado del tratamiento Con un lote de vacunas que contenían el bacilo 
dc la 1 ubercuJosis virulento. Las vacu nas bacterianas utilizadas hoy consisten 
l' n cepas vivas a tenuadas de los organ ismos productores de enfermedades o de 
r q)l\) rtlacionadas est rechamente, cepas patógenas muenas o componentes ce
IIllare> que contienen anligenos y que son efectivos pam inducir la inmunidad 
I,ollle 3 las correspondientes enfermedades infecciosas. Aunque la producción 
ue v'lcunas es una aplicación importante del proceso de fermentación, su escala 
de manufact ura es relativamente pequeña. La tecnología de ferm entación utili 
la procesos continuos o discontinuos cuyas condiciones deben ser diseñadas con 
objeto de optimizar la producción celular del material inmunogénico. 

La tecnología de las vacunas víricas fue primitiva durante muchos años, 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 producción de vacunas 
viricas entró a formar parte del campo de la fermentación industrial . Las célu
las de mami feros 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 extraños del huésped, bacterias o virus, que esta
ban presentes en los obten idos por los métodos antiguos. 

Impacto de las t«nologías de hibridomas y de DNA recombinante 

Los recientes e importantes avances en la tecnologla de hibridomas y en la 
ingeniería genética han extendido el alcance y el potencial de la tecnología de 
la; fermentaciones industriales. 

ANTICUERPOS MONOCLONALES 

En 1975, Kohler y Milstein fusionaron un míelona de ratón (célula de cán
cer de piel) con un glóbulo blanco productor de anticuerpos obteniendo una 
célula hibrida (hibridoma) que combinaba las distintas capacidades de las célu
las padre, la división celular y la producción de anticuerpos; también desarro
llaron la tecnología básica para la producción de anticuerpos monocionales, pre
paraciones de anticuerpos específicos individuales obtenidos a partir de células 
prod ucidas por un único antepasado o clan . Los anticuerpos monoclonales tie-

IN I Rllllun IUN I ~ 

nen una elevada especificidlld uc unión a receptores individuales, moléeul o' o 
superficies y tienen muchas aplicaciones potenciales quc aprovechan sus carac· 
terlsticas únicas, pa rticularmente en análisis clínicos y en la terapia para deter
minadas enfermedades. El mercado de anticuerpos monoclonales ha crecido 1'11-
pidamente y se espera que alcance el billón de dólares en 1990. La producción 
de anticuerpos monoclonales se ha llevado a cabo in vivo por inyección del clan 
del hibridoma en el líquido de la cavidad abdominal del animal (usualmente 
ratones) o in vilro en una gran variedad de sistemas de cultivo celular. Estos 
sistemas permiten conseguir una mayor productividad global por lo que se han 
diseñado y comercializado una gran variedad de reactores para cultivos celulares. 

TECNOLOGIA DE DNA RECOMBINANTE 

La ingeniería genética implica la formación de nuevas combinaciones de ma
terial genético mediante la inserción de genes extraños, 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 podrían producir proteinas «extrañas» 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 investigación y desarrollo en este campo, siendo 
el primer producto que ha conseguido la autorización para su uso terapéutico 
la insulina humana producida por una cepa recombinante de E. coli. 1lunbién 
se han preparado otras muchas proteínas mediante esta técnica, entre ellas otras 
hormonas humanas y varios factores de crecimiento, compuestos antitumorales 
y antivíricos, y antígenos virales y enzimas. La primera vacuna obtenida me
diante ingeniería genética comercializada ha sido una vacuna de uso veterinario 
introducida en 1986 contra la pseudorrabia, un virus t ipo herpes que infecta 
a los cerdos. 

Las investigaciones pioneras sobre ingenjería 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 fermentación indus
trial, Bacillus, Aspergillus y Saccharomyces pueden ser mejores huéspedes a largo 
plazo, una vez que sus sistemas genéticos se conozcan con más profundidad. 
El E. coli no secreta en general proteinas, mientras que los Bacillus producen 
rendimientos altos de proteínas extracelulares. Como los procariotas no glicosi
lan las proteinas, las diferentes especies deSaccharomyces y Aspergillus pueden 
ser los huéspedes adecuados para la producción de glicoproteínas animales o 
humanas. Se sabe que Aspergillus niger es capaz de secretar hasta 20 gi l de pro
te!na a partir de un único gen de un enzima extracelular. Algunos productos 
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IlIrlllUCÓUUcos rccombinantes se han obtenido mediante S. cerevisiae. Sin embar
Hn, Ins sistemas de secreción y síntesis proteiea son signilicativamente más com
pleJus en e,'tos microorganismos eucariotas que en los procariotas, por lo que 
tltn~1I que ser investigados más completamente para permitir el uso de estos 
orgunlsmos en los procesos de fermentación, particularmente para la produc
ción de productos recombinantes no farmacéuticos, por ejemplo, enzimas. 

Las proteínas y los péptidos, productos de traducción de los genes estructu
nllcs, son el primer objetivo obvio de producción mediante la tecnología de ADN 
recombinante. A largo plazo, podría ser posible la manipulación del metabolis
mo primario y secundario para mejorar la producción de metabolitos mediante 
la ingeniería genética de enzimas clave en la secuencia metabólica. 

En los siguientes capitulos se describen algunos de los aspectos más especí
ficos de este terna. 

Introducción 

Capítulo 2 

Biología 
de los microorganismos 

de uso industrial 

~~ctos comercialmente importantes de las fermentaciones industria
les e enecen a 4 categorías principales: é u m'crobianas molé~~gran.:: 
des c~lI]oJnzi as'y polis~W, proJl\lcto~~olito.uecunda
rios que no son necesarios para el crecimiento celular. Las células utilizadas pa
ra obt~r estos productos tienen una gran variedad de propiedades bioquími
cas y fisiológicas. La producción comercial de productos de fermentación ha 
empleado rincipalmente diversas especies de bacterias, levaduras hon os aun
que los avances recien tes en el desarrollo e t COleas e cu tivo de células de 
animales lantas han perm"fIdo mtroduclr células más com leas en lo ro
cesos de fermentación En este capítulo se van a tratar las propiedades de las 
especies más ímportantes utilizadas as! 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, as rocarlotas 
y las eucariotas, ambas utilizadas en los procesos de fermentación industrial. 

17 
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I,, ~ célula~ ellcariotas tienen un núcleo diferenciado rodeado por una membra
IIlJ , 'i .su ADN nuclear está asociado a proteínas y se encuentra en estructuras 
drli"ldas denominadas cromosomas. y además también tienen otras estfUctu
'''~ 11 orgánulos con funciones bioquímicas o fisiológicas específicas. Por el con
l,ul10. las procariotas carecen de un núcleo bien definido, de tal modo que el 
lIIoterial genético, en forma de ADN en doble hélice, no está separado de los 
otros constituyentes de la célula por una membrana; estas células también care
cen de otros orgánulos especializados existentes en las eucariotas, como por ejem
plo las mitocondrias, y los enzimas asociados a estos orgánulos en los eucario
tas se encuentran en el protoplasma y en la membrana plasmática de las proca
riotas. En la Tabla 2.1 se comparan las propiedades de las células eucariotas 
y procariotas. En los procesos de fermentación se emplean células bacterianas. 
que son procariotas, y hongos, levaduras y células animales y vegetales, que son 
eucariotas. 

Los microorganismos también se distinguen en función de sus necesidades 
de oxigeno, pudiendo dividirse en los aerobios estrictos, como los Slreplomyces 
y la mayoría de los hongos filamen tosos, que pueden llevar a cabo su metabo
lismo y crecimiento únicamente en presencia de oxigeno atmosférico, los anae
robios estrictos, como los C/oslridia, que únicamente 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 bª-cterias implicadas en los procesos de fermentación son _principalmen
te quimoorganótrofos, esto es. pueden obtener su energla y su carbono per oxi
dación de los compuestos.orgánicos, En ¡;; Tabla 2.2 se muestran algunas de 

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

Caracterfstica 

Orgdnulos 
Núcleo 
Mitocondria 
Rotlculo endoplásmico 

Genotna 
No. de moléculas de DNA 
ONA en orgánulos 
DNA formando estructuras cromosómicas 

Procariotas Eucariotas 

+ 
+ 
+ 

> 1 

+ 
+ 

l. Las bacterias pueden contener fragmentos pequenos de DNA (plásmidos) además del genoma 
principal. 
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Tabla 2.2. Propiedades del género de bacterias quimo-organotróficas de im 
portanda en las fermentaciones industriales 

Géllero 

Elllrrobo¡laia 

J' Il'udomUl/llS 

.rlllffhom01Ul;J 

, Itdohacter 

A/rflligenes 

Dad/bu 

Clastridium 

LtuClJ lI()sllJ( 

I..(l(tobaállus 

Co ry11f bacterium 

Reacción 
Gram 

... 

+ 

+ 

+ 

+ 

Propiedades 

Endos-
poras Forma 

Varilla 

Varilla 

Varilla 

Varilla 

Varilla/coco 

+ Varilla 

+ Varilla 

Esférica 

Varilla 

Irregular 

Ejemp/o 
de especies 

Aerobias' (produclos) 

± 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

E. coti 
(protelnas 
recombinanles) 

p. ovalis 
(ácido 
glucónico) 
p. j1uorescens 
(2-oxoglucon.lO) 

X. campesr,.¡s 
(gom. xantano) 

A. aceti 
(ácido acélico) 

A. faecatis 
(gom. curdlao) 

B. subl iJis, 
B. licheniformis, 
B. amy/otiquefa
ciens etc. 
(enzimas 
extracelulares) 
B. coagulalls 
(glucosa 
isomerasa) 
B licheniformis 
(bacitracina) 
B. brevis 
(grarnicidin. S) 
B. rhuringiensis 
(insecticida) 

e acerobutylicum 
(acetona, 
bulanol) 
e Ihermocellum 
(acetato) 

± L. mesenleroides 
(dextranol, 

_ o ± L. delbruckii 
(ácido láctico) 

+ C. gluramicum 
(aminoácidos) 
C. simple.x 
(conversión 
de oSlcrolde) 
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'",biD 2,2, Continuación 

Reacción 
alrllero Gram 

1\ I )'l'lIh«cltrillrtl + 

\ /}ra ,-dia + 

+ 

Propiedades 

Endos-
poras Forma 

Filamentos 
ramificados 

Sin micelio 
Micelio 

fragmentado 

Micelio 
intacto 

1. Aerobio: + = aerobio; - = anaerobio; ± = ambos. 

Ejemplo 
de especies 

Aerobios! (productos) 

+ Mycobacterium spp. 
(transformación 
de esteroides) 

+ N. mediterranei 
(rifamicinas) 
Nocardia spp. 
(transformación 
de esteroides) 

+ S. erylhreus 
(eritromicina) 
S. aureofaciens¡ 
S. rimosus 
(tetraciclinas) 
S. Iradiae 
(glucosa 
isomerasa) 
S. roseochromogens 
(hidroxilación de 
esteroides) 

las propiedades de los géneros más importantes de estas bacterias, así como al
gunos ejemplos de especies. Las bacterias se pueden dividir en Gram-positiva 
o Gram-negativa en función de su respuesta a la coloración 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 citoplásmica sencilla. En las Gram-negativa, 
esta capa de peptidoglicano es de sólo 2-3 nm de espesor. Las bacterias Gram
negativa tienen dos membranas, la externa y la citoplásmica, separadas por el 
espacio periplásmico. En la Figura 2.1 se muestran estos dos tipos de estructu
ras. Ngunos procariotas, por ejemplo, los Streptomyees productores de anti
bióticos, tienen mamentos o mícelios. 

La reproducción de las bacterias tiene lugar por división celular asexual se
gún se muestra esquemáticamente en la Figura 2.2 para el E. eoli. El único cro
mosoma de ADN circular se replica y en el centro de la célula aparece una mem-
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Ornm ·poSll lva 

r 

..... 
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J 
.......... . 
•••••• ••••• 
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cJ!oplásmlca ..... 8nm °0°000°0000 

1 000000 

G/am-negatlva 

00000 
000000 
000000 
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•••••• 
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00000 

Citoplasma 

T 
N8nm 

1 
.... 2 nm 

T 
"-7nm 

+ ..... 8nm 

1 

Membrana 
externa 

Peplidoglicano 

Membrana 
periplásmica 

Membrana 
citOplásmlca 
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F1g. 2.1. Comparación esquemática entre la composición de las envolturas celuJares 
de las bacterias Gram-positiva y Gram~negativa. 

Ha, 2,2, División asexual del Escherichia eoli. 

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 porlas bacte
rias formadoras de esporas usualmente en respuesta a condiciones adversas del 
medio, ya que éstas son más resistentes al calor y a los compuestos lóxicos que 
las células vegetativas, y cuando pasan a un medio apropiado germinan dando 
lugar a células vegelativas. 

Los hongos también son quimoorganÓtrofos con rufas filamentosas rígidas 
y ramificadas cuyo diámetro está comprendido usualmente entre 2 y 18 nm , Los 
hongos superiores tienen típicamente paredes trasversales o septos a intervalos 
dados a lo largo de la hifa, aunque en los hongos inferiores esta caracterrslica 
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"'11\ lluscntc. Los hongos más importantes implicados en Ins fermentaciones in
dll,,,iales se clasifican principalmente en dos grupos, los Zygol11ycotina~ as9'
IlId"" c0l110 los géneros Mucor y Rhizopus, Y los Deuteromycot ina, seplados, 
(l Ji¡lIlgi Impcrfecli, por ejemplo los Trichoderma, Aspergillus, I't!nicillium, 
IlIl'l'obasidium Y Fusarium (Fig. 2.3). 

Los Zygomycotina producen micelios vegetativos haploides. Las esporas ase
xuales se forman en el esporangio, aunque también se reproducen sex:ualmente. 
Los Dcuteromycotina producen micelios vegetativos haploides, y las esporas ase
, unles so n usualmente inducidas por determinadas condiciones medioambien
tales; por ejemplo, en Aspergil/us niger se activa la formación de esporas en los 
conidios cuando el contenido de nitrógeno llega a ser limitan te. 

En los Zygomycotina los principales constituyentes de las paredes celulares 
son el qui tosano y la quitina, en tanto que en los Deureromycina predominan 
el glucano y la quitina. El crecimiento vegetativo de los hongos filamentosos 
implica la extensión hifal, y tiene lugar en el extremo de las hifas, y también 
se produce la ramificación con el desarrollo de nuevas zonas de extensión, de 
fomla 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 fragmentación de las hUas y dar lugar a la producción de micelios más 
cortos altamente ramificados. 

En los hongos, el extremo rufal es la principal área de actividad protoplás
mica (Fig. 2.4). la pared celular que recubre el plasmalema tiene solamente 50 
nm de espesor en la región apical, aunque por detrás del extremo puede alcan
lar hasta 125 nm y el compartimento protoplásmico se va volviendo gradual
mente más vacuolado a medida que está más distante del ápice. 

Las levaduras son microhongos que se encuentran generalmente en forma 
de células únicas y que se reproducen mediante gemación (Fig. 2.5). Algunas 
levaduras están formadas únicamente por células individuales y a veces cadenas 
cortas mientras que otras se encuentran con un cierto rango de formas celula
res, in~luyendo diversos tipos de filamentos. Una característica de la población 
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 tamaño similar al de la madre y entonces 
se separa. En las levaduras, la envoltura celular incluye la membrana citoplás
mica, constituida por Iipidos, proteínas y manan os, el espacio pcriplásmico y 
la pared celular, que contiene algunas proteínas y gran cantidad de glucano y 
manano. 

La levadura más utilizada en las fermentaciones industriales es Saccharomyces 
cerevisiae, sobre todo en la producción de alcohol y en panadería; esta levadura 
na degrada la lactosa, por lo que para producir alcoholo biomasa a partir de 
suero de leche se utiliza Kluyveromyces lactis, que contiene los enzimas necesa-
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rios para transportar y ucgn,dur la lactosa. Olras levaduras importantes ind u" 
Irialmeme son Calldlda lItilis y Elldomycopsis flbuliger. 

Las células de los mamíferos son generalmente más complejas que las de 
los hongos o las levaduras, y, como normalmente se encuentran en medios iso
tónicos controlados, no tienen paredes celulares exteriores resistentes. la super
ficie exierna de la membrana plasmática tiene una capa o gücocalix consistente 
en cadenas de oligosacáridos cortos unidas a lipidos y proteínas de la membra
na intrínseca y a algunas proteínas adsorbidas. En los tejidos distintos de los 
reproductivos, las células son diploides y se dividen aproximadamente cada 24 
horas. Según 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 mamíferos son 
muy complejas, y además son muy sensibles a las fluctuaciones de parámetros 
como la temperatura, el pH, el oxígeno y el C02 disueltos. 

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

Las células de hibridomas se construyen fusionando una célula de mieloma 
con una célula productora de anticuerpos, de forma que las células híbridas tie
nen las características de las células transformadas y a la vez son capaces de 
sintetizar un único anticuerpo, denominado anticuerpo monoclonal. Estas cé
lulas se utilizan en cultivos celulares o se implantan en el peritoneo de animales 
para producir anticuerpos monoc1onales. 

Muchos tipos de células vegetales pueden crecer en un medio sólido o en 
suspensión mediante técnicas similares a las empleadas para el cultivo de célu
las animales. Además de las necesidades del medio, que suele ser complejo e 
incluir extractos de plantas y auxinas, también deben aí\adirse carbohidrato s, 
puesto que en las células cultivadas la fotosíntesis no es tan eficaz como en la 
planta entera. Los tejidos vegetales crecen en un medio sólido como un callo 
formado por una mezcla de células parenquimatosas. Mediante el subcultivo 
repetido, las células tienden a crecer más rápidamente, necesitan un medio me
nos complejo, pueden cam biar su número de cromosomas y son menos capaces 
de diferenciarse. El cultivo en suspensión es el método de cultivo de células ve
getales más utilizado, y su principal ventaja es que puede conseguirse un medio 
homogéneo a lo largo del reactor. 



2<\ BIOTECNOLOGIA DIlI..A H !RM IlN IA( ION SIOLO lA DIl LOS MI ROORGAN ISMOS DE USO INDUSTR IAL 2 

.; 
u 

~ 
:;; 
~ 

" -s 
¡ J 

E 
~ k ~ t 

~ 
, 
~ ~ 

~ 

• u 
! e 

o , 
'ü : '" C u 
e 
~ 

i1~ 
.~ 

ti i "g 
~ 5 o ~.gg 

n~ i . -Q i.g~ 

1 ~H !H &~! 
,¡¡ 

~ 

" u 
~ 

u 
C 
'" 1:: 
8. 
.5 

!.a 
o 8 ~ ·~ .2.!J 3~ 
11 ':: 01"'] 8 

H t~.8~~ei~.'l1i 
8=jS: § -:;: ' "52 

§'\l"i .. g. ' ;¡~ 6 -'"~~68 -qg!l 

t~ª ~~~ . ¡~~]~ .~~ 

-. .H dH<~1~] § 5 °e"' ":;¡- - ;:¡ 
~ .. ~ g oS 6 g ~ %. ~ "e 11"1l 
"- So :: 

~ 

o 
"" e o 
.c 
~ 

.!! 
u 

" :a o o:: 
-E 
tl 
a 
..; ... .. 
ro; 
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ReUculo 
endoplásm1co 

Aparato 
de Golgi 
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I 
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I 
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V¡\ r: uDlO seplal 

"g. 2.4. Representación de una hifa fúngica (reproducido con penniso de Deacon, 1984). 

Pared 

Vacuola 
Aparato 
de GOIgI 

Cicatriz Mllocondrla 
de la yema 

Nüc!eo 

Retlculo Huso 
endoplásrnlco 

Aa. 2.S.Representación del proceso de gemación de una levadura (reproducido con per
miso d. Deacon, 1984). 

Los virus son agentes submkroscópicos 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 está recubierta por 
una membrana exterior lipoproteica. No tienen citoplasma o membrana cito
plásmica y se replican dentro de células huéspedes específicas mediante los sis
temas biosintéticos de la propia célula puestos bajo la dirección del genoma ví
rico. Las vacunas vlricas se obtienen por infección de células huéspedes cultiva
das. Los virus bacterianos (bacteriófagos) infectan los procesos de fermenta
ción de cepas microbianas y causan serios problemas, particularmente en los 
cullivos «starten, utilizados en la fabricación del queso. 
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flg. 2.6. Crecimiento de un microorganismo en un cultivo discontinuo. 

Crecimiento celular 

27 

El crecimiento de los microorganismos es una parte integral de c~sj lodos 
los procesos de fermentación. Ya hemos visto que las bacteriaue-repro<!..ucen 
por fusion omai'ía produciendo dos células hijas deI;;¡ismo tamaño, mientras 
que la duplicación de muchas levaduras se produce normalmente por mecanis
mos de gemación; losnongos crecen por extensión de las hifas y la morfología 
de su micelio puede variar en función del medio ambiente. Cuando un hongo 
crece en la superficie de un medio sólido produce una red miceliana, cuya natu
raleza refleja la composiciÓn del medio. En los cultivos sumergidos, las células 
fúngicas pueden crecer unidas a partículas de nutriente suspendidas en forma 
de micelios filamentosos difusos o como masas densas. La morfología del cre
cimiento influye invariablemente en la velocidad de crecimiento yen la forma
ciÓn de productos. Debido a las limitaciones de difusión de nutrientes y pro
ductos dentro de las masas fúngicas, el crecimiento y el metabolismo se produ
cen predominantemente en la periferia de éstas. 
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uando un organismo se inocula en un volum en de medio dado, el cultivo 
l,osa por una serie de fases, según se ve en la Figura 2,6. De, pués de la inocula
ción, exisle una fase de latencia , en la que el organismo se adapta a las cond i
ciones del medio; tras un cierto período de tiempo en el que la velocidad de 
crecimiento de las células aumenta gradualmente, las células crecen a una velo
eidad constante máxima; esta fase se denomina exponencial o logarítmica. A 
medida que el crecimiento continúa, los nutrientes se van agotando y los pro
duelOS 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 acumulación de algún producto tóxico; esta fase 
se denomina estacionaria. 

El crecimiento se mide en función del incremento de la masa celular según 
la ecuación: 

donde x 

p. 

" = 

dx 
- =Jlx- :xx 
di 

concentración celular (mg cm - ') 
tiempo de incubación (h) 
velocidad de crecimiento específico (h - 1) 
velocidad específica de lisis o metabolismo endógeno (h - 1) 

(1) 

Cuando los nutrientes y otras condiciones celulares son favorables p.>" y 
la ecuación (1) se transforma en 

que integrada, da 

dx 
~=JIX 

di 

donde x = concentración celular a tiempo cero 
XI = concentración celular después de un intervalo de tiempo t(h) 
Tomando logaritmos en la ecuación (2) se obtiene: 

In K t = Inx\)+,ut 

Si I (d' tiempo para que se duplique la biomasa, entonces, XI 

In 2xo = Inxo + ¡.lId 

El (d' tiempo para que se duplique la biomasa, viene dado por 
111 !l 

111 = 
l' 

(2) 

(3) 

(4) 

2x 

(5) 

(6) 
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FACTORES QUE INFLUYEN EN LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO 

La velocidad de crecimiento varía con el tipo de célula microbiana y tam
bién en función de las condiciones medioambientales físicas y químicas. En ge
neral, el tiempo para que se duplique la biomasa aumenta con la complejidad 
del organismo, de forma que los tiempos de duplicación 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 químicas y enzimáticas, el crecimiento celular 
varía en función de la temperatura. La mayoría de los microorganismos crecen 
entre 2j-y_3.0~C aunque la temperatura real a la que crece un microorganismo 
particular depende de su naturaleza psicroIílica, mesomica~o t=ofJlica-rnode
rada o extrema, según se indica en la Figura 2.7. Las células de los animales 
)' las plantas tienen unos márgenes de temperaturas mucho más estrechos para 
su crecimiento. Dentro del rango, k velocidaclde crecimiento aumenta..cOILla 
temperatura hasta un máximo, por encima del cual la velocidad cae rápidamen
t"debido al incremento de la lasa de muerte microbiana. El efecto de la tempe
ratura en la velocidad de crecimiento puede ser descrito por la ecuación de 
Arrhenius 

donde A 
Ea 
R 
T = 

constante de Arrhenius 
energía de activación (kcal mol - 1) 
constante universal de los gases 
temperatura absoluta 

r 
~ 
.!!:! Psicrófllos 
E g MeSÓl!lOS 
u 
~ 

Termófilos 
moderados Term6fi1os 

e}(tremos 

~ 
~ 
~ O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110 

Temperatura oC ------

(7) 

Fig. 1.7. Influencia de la temperatura en la velocidad de crecimiento especifico de los 
microorganismos psicrófilos. mesó filos y term6filos. 



30 BIO'rECNOLOGIA DE LA FERMENTACION 

El pH innuye en el crecimiento microbiano de l"-m!stnaiorma que lo hace 
l' n lu actividad enzimáfica, La mayoría de los microorganismos crecen dentro 
de un rango de pH com-prendido entre l.Y 4unidades.-· 

La velocidad de crecimientQde.las células micro.bianas depende de la activi
dad del agua o de la humedad relativa, definida como 

(S) 

donde P, es la presión de vapor del agua en una solución y Pwes la presión 
de vapor del agua pura. Las bacterias necesitan una Aw ;;, 0,95 mientras que 
los mohos pueden crecer a actividades del agua menores, de hasta 0,7 como má-
ximo. 

Como en cualquier reacción química, l~ velocidad d~qecimiento dep~nde 
de.la.concentración de.nulrientes químicos,-y puede describirse por la ecuación 
de Monod (Fig. 2.8) 

donde I'm"" 

s 
K, 

s 
J1=J.lm:u.K~+ s 

velocidad de crecimiento específica máxima 
concentración residual del substrato limitante 

(9) 

constante de saturación, equivalente a la concentración de subs
trato a l' = 0,5 I'mnx 

Los valores típicos de K, para diversas fuentes de carbono están compren
didos entre l y 10 mg dm - 3 . Las células pueden crecer a velocidades próximas 

o I'm" ------ ----- ---~-~-~----

g 
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m 
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E 
m 
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ü "m .. • ¡¡ 
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u 
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~ 

K, 
Concentración dal substrato IImflante 

Flg. 2.8. Influencia de la concentración de substrato limirante en la velocidad de creci
mienlo específico. 

BIOI..oG IA 1)1' IIlS MI( !\f>()I{Ui\ NISMOS DE USO INDUSTRIAL JI 

a I'm" cuando la fuenle de carbono limitantc es mayor que 10 Ks o 10-100 m& 
dm - 3. Las concentraciones de carbohidrato elevadas pueden inhibir el creci
miento debido a los efectos osmóticos que, como hemos visto antes con la acti
vidad del agua, tienen una influencia más acusada sobre las bacterias que sobre 
los hongos. 

Se ha comprobado que la cantidad de masa celular total formada durante 
el crecimiento celular es frecuentemente proporcional a la cantidad de substra
to utilizado 

'Y X/ S 
Biomasa producida (g) 

Substrato consumido (g) 
( 10 \ 

donde "YXJS coeficiente de rendimiento de biomasa 

Metabolismo 

METABOLISMO PRIMARIO 

El crecimiento microbiano depende de la capacidad de la celula 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 
nitrógeno que entran a la célula en nuevo material celular o en productos que 
son excretados. La sintesis de estos compuestos necesita energía, y la mayoría 
de las células utilizadas en las fermentaciones industriales son heterótrofas y 
obtienen su energía a partir de la ruptura de compuestos orgánicos. En los pro
cesos respiratorios o aerobios, los organismos son call1'ces de oxidar completa
mente algunos de los substratos a CO, y H,O, obteniendo el máximo de energía 
para la conversión de los substratos remaneñtes en nueva masa celular. En el 
metabolismo fermentativo o anaerobio, las células sonmenos eficaces-ª-la hora 
de convertir los substratos orgánicos en material celular y usualmente excretan 
intermediarios degradados parcialmente. 

Las rutas productoras de energía o catabólicas generan ATP y los coenzi
mas reducidos necesarios para las diversas reacciones biosintéticas, e interme
diarios químicos utilizados como puntos de partida para las reacciones de 
biosíntesis. 
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Los azúcares se rompen por una de las Lres vlas, la de Embden-Meyerhof
I'amas (EMPl, la de la hexosa monofosfato (HMPl, y la de Entner-Doudoroff 
(1 D) . La ruta EMP, que convierte la glucosa en dos moléculas de piruvato a 
Imvés de la Iriosa fosfato está muy djfundida en las células de arumales, plan
tas. hongos, levaduras y bacterias, y como no produce precursores para la bio
s{ntesis de aminoácidos aromáticos, ADN y ARN, los microorganismos que úni
camente utilizan esta ruta para la asimilación de la glucosa deben abastecerse 
de factores de crecirrtiento. UI ruta ED está 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 conversión 
neta de glucosa en CO, con producción de 12 moléculas de NADPH + H + . 

Los microorganismos pueden utilizar esta ruta para producir piruvato. UI im
portancia de la ruta HMP radica especialmente en la obtención de precursores 
de aminoácidos aromáticos y vitaminas y del NADPH y H + necesarios para 
muchas reacciones biosintéticas. 

Un producto final significativo de todas estas rutas es el ácido pirúvico, que 
en el metabolismo aerobio se introduce en el ciclo de los ácidos tricarboxJ1icos 
(TCA) siendo asirrtismo precursor de los ácidos, alcoholes y otros productos fi
nales del metabolismo anaerobio. Un gran número de microorganismos cubren 
sus necesidades de energía mediante el ciclo de los ácidos tricarboxílicos. El acetil 
CoA (2C) formado a partir del piruvato se condensa con el oxalaeetato (4C) 
formando citrato (6C), que a Su vez se convierte en oxalacetato siguieudo el ci
clo, con producción de dos moléculas de CO, (véase Fig. 2.9a). De este modo 
el piruvato se oxida a CO, con formación 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 oxígeno. Durante el proceso de respiración 
parte de la energía producida se utiliza para formar ATP, necesario para las 
biosfntesis. 

Los intermediarios del ciclo de los ácidos tricarboxilicos (TCA) también sir
ven como precursores para la bios!ntesis de muchos aminoácidos, algunos áci
dos orgárucos y otros productos de fermentación. 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 proveruentes 
del piruvato, mediante una serie de reacciones; entre ellas, la principal implica 
la car boxilación del piruvato o del fosfoenolpiruvato para formar oxalacetato 
o malato. Los rrticroorganismos que crecen utilizando como fuentes de carbono 
ácidos grasos y acetato, o sus precursores, utilizan el ciclo de los ácidos tricar
boxílicos para la producción de energía y de las materias primas para los próce
sos biosintéticos. El acetil CoA formado se condensa con el oxalacetato para 
enlrar 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 anapleróticas en las que, interviene el ciclo?e los ácidos tri~ar
boxílicos cuando un organismo crece en carbohldratos. (b). ReaccIones anapleróttcas 
y otras reacciones claves para la síntesis de precursores de hexosa y pentosa cuando un 
organismo se culliva en subslratOS que generan acetato como principal fuente de carbono. 

través de las reacciones reversibles de las rutas EMP Y HMP. Nuevamente, en 
ausencia de reacciones anapleróHcas (restauradoras) los intermediarios del ci
clo TCA podrian agotarse. En este caso la introducción de dos reacciones .enzi-
máticas conduce a otro mecanismo cíclico, conocido como ClelO del ghoslJato, 
que repone los ácidos de cuatro átomos de carbono utilizando los acetil CoA 
que entran . En la Figura 2.9 se resumen estas reacciones anapleróticas. cl~ve. El 
ciclo del glioxalato también puede utilizar para reponer los mtermedlanos d~l 
ciclo de los TCA el acetil CoA producido a partir de las hexosas por la vla 

piruvato. , 
Las hexosas se convierten en proteínas de organismos unkelulares (SCP) me

diante la acción de levaduras Y hongos utilizando generalmente una combina
ción de las rutas EMP Y HMP, seguidas del ciclo TCA y la reSpiración . La pro
ducción de proteínas de organismos unicelulares a partir de alcanos implica la 
oxidación del alcano a unidades de acetato y su asimilación por los CIclos del 
glioxalato y de los TCA, mediante los enzimas de las rutas EMP Y HMP utiliza
dos para la bios!ntesis de hexosas, pentosas y otros constituyentes celular.es. En 
la producción de SCP a partir de metanol por las especIes. Merhylophl{¡~s, el 
substrato se convierte en formaldehído, que a su vez es OXIdado en la vla de 
la ribulosa mono fo sfato (véase Fig. 6.4). 
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En el proceso de fermentación para la oblención del dci<lo dll ico utilizando 
A;pergillus niger, las bexosas se convierten, mediante la rlll a EM?, en piruvato 
y llcclil CoA, que se condensa con el oxalacetato para dar ci trato en la primera 
ctupa del TCA, y posteriormente se impide la degradación del ci trato mediame 
In inhibición del enzima que degrada el citrato en el TCA. El oxalacetato nece
,urio para que la reacción de condensación se restablezca se obtiene por carbo
xilación del piruvato. La ruta EMP y la carboxilación del piruvato intervienen 
también en el proceso de producción de ácido itacónico a partir de la nexosa 
por A. /erreus. La producción de ácido glutámico y lisina por Corynebac/erium 
y Brevibac/erium implica la ruta EMP, el TCA y varios mecanismos anapleróti
cos (véase Fig. 9.1). 

En la Figura 2.10 se resumen algunas de las principales rutas metabólicas 
anaerobias y los productos finales formados. El piruvato se produce en la ruta 
EMP en algunas fermentaciones anaerobias importantes que utilizan cepas de 
Saccharomyces, Lac/obacillus y C/ostridium. En las fermentaciones alcohóli
cas con levaduras, el piruvato se convierte en acetaldehido y después en etanol; 
además, en esta última reacción, el NADH + H + formado durante la glicólisis 
es reoxidado por el enzima alcohol deshidrogenasa. La adición de bisulfito só
dico a este proceso de fermentación da lugar a la formación de un complejo 
sulfito-acetaldehido ya la reducción del intermediario glicolítico dihidroxiace
tona fosfato a glicerol fosfato, lo que conduce a la producción de glicerol (véase 

I HéXOSAS I 

EMP! ~D HMP 

Glicerol .. Gl1cerol-P __ DHA _P --GA3·P 
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t t 
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Flg. 2.10. Principales rutas metabólicas anaerobias y productos finales formados. 
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Fig. 8.4). En In prodllcciólI de 6.ido L-( + )-láelico por fermentación industlÍul 
con Lac/obacil/lls de~br"ckii, el piruvato formado a partir de la "exosa se con 
vierte en lactato por la acción del enzima '-'lactato deshidrogenasa . El ácido 
acético se puede producir biológicamente por conversión aerobia de etanol en 
acetato (véase el Capítulo 7), con un rendimiento estequiométrico global de 0,66 
a partir de glucosa. Los C/ostridium thermoaceticum fermentan 1 mol de glu
cosa dando 3 moles de acetato por la via del piruvato (véase Fig. 8.5). El C/os
/ridium ace/obu/ylicum convierte el piruvato en una mezcla de acetona y buta
nol. En los procesos de tratamiento de desechos la digestión anaerobia implica 
la interacción de 3 grupos microbianos en una serie de reacciones complejas. 
Los ácidos, aldehídos y ésteres orgánicos producidos por degradación de pol(
meros y monómeros se convierten en acetato, C02 e bidrógeno, y a partir de 
acetato e hidrógeno (véase Capitulo 12) se obtiene metano y C02. 

En algunos de los siguientes capítulos se van a tratar con más detalle los 
aspectos relacionados con el metabolismo primario de las cepas microbianas 
implicadas en los procesos específicos de fennentación industrial. 

METABOLISMO SECUNDARIO 

Los metabolitos secundarios son com puestos que no son necesarios para la 
biosíntesis celular, no tienen por tanto un papel directo en el metabolismo ener
gético, y, en consecuencia, no se conoce con claridad la razón de su existencia. 
Algunos de estos compuestos, principalmente los antibióticos, son útiles para 
el organismo puesto que pueden inhibir a otros organismos de su entorno que 
podrían competir por los nutrientes disponibles, mientras que otros pueden ac
tuar como efectores para la diferenciación, como agentes de simbiosis o como 
factores en los ciclos sexuales. Además, tienden a ser sintetizados como fami
lias de compuestos relacionados .• 

La biosíntesis de los metabolitos secundarios está estrechamente relaciona
da con el metabolismo primario de las células que los producen, ya que usual
mente sus precursores son melabolitos primarios normales o modificados, co
mo ácidos orgánicos, unidades de isopreno, aminoácidos alifáticos y aromáti
cos, derivados de azúcares, derivados del cielitol y bases púricas o pirimidíni
eas. El grupo más importante de metabolitos secundarios microbianos produci
dos por fermentación industrial lo constituyen los antibióticos (véase Capitulo 
10). Otros ejemplos de metabolismo secundario microbiano comerciales inclu
yen el ácido giberélico, los alcaloides del cornezuelo, substancias antitumorales, 
inmunomoduladores e insecticidas. A partir de los vegetales pueden extraerse 
un gran número de metabolitos secundarios de alto valor, por ejemplo, los deri
vados de uso farmacéutico vinblastína, vincristína, ajmalicina, digitalina y ca-
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delnu, substancias aromatizantes como la quinina y cl lll ollla del Jazmln y la 
l1Iel1l3, O insecticidas como las piretrinas. Es posible que algunos de estos com
ilUC~LOS puedan obtenerse en el futuro por cultivos en suspensión. Para obtener 
rendimientos altos de metabolitos secundarios vegetales parece ser necesario un 
cierto grado de agregación y diferenciación celular, lo que no siempre es desea
ble en una planta a gran escala ya que generalmente el período de cultivo nece
sario para las células diferenciadas es más largo que el necesario para las no 
diferenciadas, lo que aumenta los costos y eleva el riesgo de contaminación 
microbiana. 

Regulación 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
tabólicas 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 
composición y metabolismo en respuesta a cambios medioambientales, y los prin
cipales mecanismos reguladores que les confieren esta flexibilidad operan tanto 
a nivel de la síntesis de enzimas como de modificación de su actividad. 

En un proceso de fermentación dado el flujo de substrato a través de la com
pleja red de rutas anabólicas y catabólicas puede verse influido por una gran 
variedad de mecanismos. Determinados enzimas limitan tes de la velocidad es
tán situados estratégicamente en las diversas rutas, y usualmente son sensibles 
a mecanismos de inducción/represión Y activación/inhibición (véase más ade
lante). La sobreproducción de metabolitos primarios se debe a las altas veloci
dades de flujo diferencial de las reacciones anteriores que dan lugar a la acu
mulación del metabolito y también a las bajas velocidades de las reacciones pos
teriores que podrian causar su degradación o utilización. Los procesos que re
gulan la producción de metabolitos secundarios son más 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 fermentación para la so
breproducción de un metabolito particular, es esencial tener en cuenta los di
versos procesos de regulación en el diseño de las condiciones medioambientales 
óptimas, así como en el aislamiento o manipulación de las cepas microbianas 
productoras. 
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SI NTESIS y Or:OI1AOACION oc ENZIMAS 

La concelllración total de un enzima intracelualr particular presente en las 
células viene regulada por las velocidades relativas de síntesis y degradación o 
inactivación de tal enzima. Enlas célula.>, las Il'0teínas están siendo degradada 
conti?~~ baj~-'a ~c~ión de los enzimasjlroteolíticos, de forma que cada 
protelDa llene una Vida lumtada. Las proteínas varían en su susceptibilidad frente 
al ataque proteotítico, de forma que la síntesis neta de un enzima se prod uce 
cuando su velocidad de síntesis es superior a la de degradacióñ. 

En la Figura 2.11a se ilustra el mecanismo general de sintesis proteica de 
los procariotas. Una única ARN polimerasa reconoce y se une a centros ADN 
específicos denominados promotores, iniciando la síntesis del ARNm y la Irans
cnpelón de un operón. En el extremo del gen estructural, una región de termi
nacIón hace que la ARN polimerasa cese la transcripción y se disocie del ADN. 
En los procariotas, muchas ARNm son policistrónicas, esto es; codifican cade
nas polipeptídicas múltiples, mientras que la mayoría de los ARNm de los euca
riotas son monocistrónicos. La síntesis de cada proteína se inicia por la unión 
de los ribosomas a un centro específico del ARNm y la traducción comienza 
incluso antes de que la ARN polimerasa haya alcanzado la señal para la 
terminación. . 

En algunos casos la transcripción bacteriana se inicia a una velocidad cons
tante (usualmente lenta), sin regulación, en tanto que en otros la velocidad a 
la que el ARN inicia la síntesis está gobernada por proteínas que interactúan 

5' 3· ~....l, __ 
Transporte 

Núcleo 

ADN 

Citoplasma 

Transcripción 
primaria 

\~~som. Prolelna 
nacIente 

Ibl 
Flg. 2.11. Sínte,is proteica en los procariola, (a) y eucariotas (b). 
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en Ilna forma específica con las regiones del ADN denominadas operones, 10-
cullladas cerca de los centros promotores. Las proteínas reguladoras que se unen 
11 los operones se denominan represoras o activadoras, dependiendo de si dismi
nuyen o incrementan la velocidad de iniciación de la transcripción. Algunos ope
Iones están controlados por protefnas activadoras y represoras y en los proca
riotas los centros promotor-operador controlan frecuentemente la transcripción 
del ADN que codifica más de una proteína. Las regulaciones de la síntesis pro
teica tienen lugar en la mayoría de los casos mediante control de la velocidad 
de iniciación de la transcripción, aunque a veces la regulación se prod uce en 
el momento de la terminación de la transcripción o en los pumos de iniciación 
de la traducción. 

En la Figura 2.11b se ilustra el mecanismo de la síntesis proteica en los euca
riotas. La transcripción se produce en el núcleo, y el ARN primario que se trans
cribe se modifica ampliamente en el núcleo antes de que salga al citoplasma 
para asociarse con los ribosomas. En los eucariotas el control de la síntesis pro
teica puede ejercerse al nivel del procesado del ARN así como en la transcrip
ción o en la traducción. En los procariotas la regulación en la etapa de traduc
ción es muy poco importante. 

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

Inducción 

Algunos enzimas se producen siempre en cantidades substanciales cuando 
la célula está creciendo, mientras que otros son inducibles, es decir, se forman 
únicamente 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
cripción y la traducción; este proceso se ilustra según el modelo de Jacob y Mo
nod para la inducción de la l3-galactosidasa del E. co/i (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, arrancándolo del gen operador y permitiendo que tenga lugar la 
transcripción. 

Represión por el carabolito 

Este fenómeno se produce frecuentemente cuando la célula crece en un me
dio que contiene más de un substrato utilizable para el crecimiento. En la repre-
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Flg. 2.12. Representación de un sistema enzimático inducible. 

si6n por el catabolito carbono, se sintetizan enzimas que catabolizan el mejor 
substrato, usualmente glucosa, y únic¡mente cuando éste se ha agotado se pro
ducen enzimas que descomponen el substrato más pobre. La inhibición de la 
formación de 3' -5' -adenosín mono fosfato cíclico (AMPc) parece ser el factor 
clave en la represión por el cata bolito en el E. coli; esle compuesto es necesario 
para la síntesis 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 AMPo, respecli
vamente. La adenil ciclasa parece estar inhibida por el transporte de compues
tos de carbono utilizables en la célula. Aunque la represión por la glucosa se 
produce ampliamente en los hongos, levaduras y Bacillus, los mecanismos re
guladores aún no son bien conocidos. 

. Muchos enzimas, por ejemplo las proleasas, son reprimidos por la presen
cIa de ammoácldos o amoniaco ulilizables rápidamente (represión del cataboli
lO nitrógeno). La limitación de amoniaco en el medio de crecimiento fermenta
tivo desreprime rápidamente la síntesis de estos enzimas. 
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Represión feedback 

Mientras que la sintesis de enzimas catabólicos está controlada frecuente
mente por inducción y represión de catabolitos, la biosínlesis de enzimas ana
bólicos puede estar regulada por la represión feedback producida pOI el pro
ducto final. la represión feedback se utiliza ampliamente en la naturaleza para 
controlar la síntesis de aminoácidos, purínas, pirimidinas y vitaminas. En el mo
delo clásico de represión feedback (Fig. 2.13) el gen regulador produce una pro
leína apo-represora, que, combinada con un ca-represor (producto final), se une 
al centro operador y bloquea la transcripción. En ausencia de producto final, 
no se produce la represión . 

t·la. 2.13. 

-L--~~--ARN~~---S--~--_AD_N--
_ POllmerasa. / 

Apo-represor ~ 

~ '--------- ""'I'!""J" Repeeso< 
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Transcripción 

~ 
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Sin ca-represor ~EnZ¡ma 
Representaci6n de un sistema enzimático de represión por retroinhibición , 
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MODULI>CION OC LA ACf IVIDAD t NZIMATlCA 

Much os enzimas tienen uno O más centros distintos al cenlro activo, deno· 
minados centros alostéricos, que ligan reversiblemenle metabolitos particulares 
o moléculas efectoras, produciendo un cambio en la configuración del enzima 
y por tanto aumentando o disminuyendo su actividad. Las actividades de olros 
enzimas están reguladas de forma covalente, de tal modo que la formación o 
degradación enzimática de un enlace covalente en el enzima sirve para activarlo 
o inactivarlo. Compuestos como el ATP, el ADP, el AMP y los nucleótidos de 
la nicotinamida, que reflejan el nivel de energía disponible de las células, mo
dulan también la actividad enzimática y controlan el metabolismo ajustando 
el balance entre los procesos catabólicos y los procesos anabólicos que consu
men energía. 

REGULl>CION DE LAS RUTAS METABOLlCAS RAMIFICADAS 

Las rutas metabólicas biosintéticas tienen frecuentemente una secuencia de 
enzima común con ramificaciones que conducen a la formación de más de un 
producto final . Los microorganismos han desarrollado mecanismos de retroali
mentación (feedback), por los cuales la acumulación del producto final causa 
un efecto en el primer enzima de la rama que conduce a ese producto. Además, 
existen mecanismós en los que el producto final de una ruta ramificada produ
ce la inhibición «feedback» parcial del primer enzima de la secuencia común 
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 biológico median
te el uso de isoenzimas y mecanismos de regulación «feedback » concertados 
y acumulativos (Fig . 2.14). Estos efectos reguladores pueden ser de dos tipos: 
inhibición de la actividad enzimática"y represión de la síntesis de enzimas. En 
los casos en los que están implicados los isoenzimas (múltiples formas de un 
enzima capaces de catalizar la misma reacción), la síntesis ojnhibición de cada 
forma enzimática puede estar regulada por un producto fmal distinto. En la 
regulación «feedback» concertada, únicamente está implicado un enzima, aun
que debe haber más de un producto que inhiba su actividad o reprima su sinte
siso En las regulaciones feedback acumulativas, cada producto fmal produce una 
inhibición o represión parcial y son necesarios todos los productos finales para 
bloquear completamente la actividad o la síntesis. 

AsImilación del substrato/secreción del producto 

Para el rápido crecimiento celular son necesarios unos mecanismos eficaces 
de flujo de entrada de substrato y de salida de producto, así como el suministro 
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Ag. 2.14_ Mecanismo de regulación por retroinhibición de rutas metabóijcas ramifi
cadas (reproducido con permiso de Dernaio, 1971). 

de substrato para su conversión en metabolitos primarios y secundarios y otros 
productos, y para la excrección 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 composición de la pared 
con objeto de modificar los mecanismos de entrada o facilitar la excreeción (véase 
Capitulo 9: producción de ácido glutámico) . Además de la membrana plasmá
tica externa, los eucariotas también tienen un extenso sistema de membranas 
y orgánulos internos. Algunos materiales son transportados a la célula por en
docitosis, proceso en el que una región de la membrana plasmática se invagina 
formando una vesícula que contiene el material proveniente del exterior de la 
célula. La vesícula se funde con otro orgánulo, un lisosoma primario, forman 
do un Iisosoma secundario en el que gran parte del material externo es degrada
do y transportado al citoplasma. Los produclos de degradación se almacenan 
en veslculas hasta ser expulsados por exocitosis (Fig- 2.15); estas vesículas están 
presentes en gran número en los ápices de las hifas de los hongos. En conse
cuencia, en los eueariotas, muchos de los procesos de transporte de substratos 
y productos a través de la membrana se producen entre el protoplasma de la 
célula y orgánulos, como por ejemplo las vesículas y el reúculo endoplásmico. 

Los so lutos son transportados a través de las membranas sin modificación 
(a) por difusión pasiva a favor de un gradiente de concentración, (b) por di fu-
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Ha. 2.15. Proceso de endo y exocitosis en los eucariotas. 
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sión facilitada por un gradiente de concentración, por medio de un sistema de 
transporte, que, al igual que los enzimas, presenta cinéticas de saturación, y (e) 
por transporte activo, que también implica un sistema de transporte pero que 
permite el movimiento del soluto contra un gradiente electroquímico. Los solu
tos también pueden modificarse durante la translocación por enzimas con pro-
piedades vectoriales. • 

Las proteínas de transporte específicas parecen ser responsables del trans
porte de muchos solutos a través de las membranas, algunos de los cuales están 
ligados a la energía y otros son inducibles. En la biosíntesis de algunos produc
tos extracelulares microbianos el enzima biosintético fmal puede estar asociado 
a la membrana y funcionando facilita la excreción. Por ejemplo, se ha implica
do a las translocasas en la extrusión de exopolisacáridos de las células. 

SECRECION DE ENZIMAS 

Los precariotas y eucariotas Gram-posit.ivos tienen una única membrana plas
mática en su superficie. Por el contrario, las paredes celulares de las bacterias 
Grarn-negativas tienen dos membranas separadas mediante un espacio periplás
mico. Los enzimas extraeelulares, sintetizados por las bacterias Gram-positivas, 
son transportados a través de la membrana citoplásmica, difundiéndose por la 
pared celular y acumulándose en el líquido de cultivo extracelular. Los enzimas 
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rXI ",celulares o proteínas secretoras son sintetizados por los eucariotas en la 
'lI[lcrOcie del retículo endoplásmieo y transportados a través de la membrana 
ni e,pacio de dicho retículo. Las protefnas eonlenidas en estos espacios vesieu 
lures se procesan posteriormente en el aparato de Golgi y en otras vesículas y 
,c secretan al medio ambiente externo de la célula por fusión de las vesículas 
eDil la membrana plasmática (Fig. 2.16). La glicosilaeión de las proteínas se pro-
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Flg. 2.16. Ruta de secreción de proteinas en los eucariotas. 

duce en el espacio vesicular del retículo endoplásmico yen los cuerpos de Gol
gi. Esta ruta secretora general parece ser similar en los eueariotas superiores y 
en las levaduras y probablemente se produzca en los hongos filamentosos, aun
que pueden existir variaciones en el proceso. En las bacterias Grarn-negativas 
muchos enzimas son transportados a través de la membrana citoplásmica y se 
localizan en el espacio periplásmico. 

Las proteínas secretadas a través de las membranas contienen usualmente 
un péptido amín o terminal de extensíón, denominado secuencia señal. El pépti
do señal, que sobresale del ribosoma, interacciona con la superficie más interna 
de la membrana plasmática de la bacteria o con el re((culo endoplásmico 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
ción co-traduccional, y una peptidasa señal localizada en la parte externa de 
la membrana elimina el péptido señal, permitiendo a la proteína asumir su es
tructura tridimensional normal_ En la Figura 2.17 se muestra un diagrama acer
ca de la hipótesis señal para la secreción eo-traduccional de la proteína. A1gu-
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Flg. 2.17. Representación de la secreción cO-lranslacional (reproducido con permiso 

de Priest, 1984) . 

nas proteínas extracelulares son secretadas después de que han sido sintetizadas 
en un proceso (que también implica un péptido señal) conocido como secreción 
post-lraduccional. 



Capítulo 3 

Sistemas de fermentación 

Procesos continuos y discontinuos 

Las fermentaciones pueden Llevarse a cabo mediante procesos discontinuos, 
discontinuos alimentados a intervalos o continuos así como por variaciones de 
estos procedimientos. Los cultivos discontinuos..pueden considerarse como un 
sistema cerrado, excepto para la_ aireagón., q~co~tiene ~a c;:m¡¡¡ad hmirada
de medio, en el que el inoculado pasa a través de un númerode fases-;5egún 
se muestra en la curva típica de crecimiento discontinuo (véase Fig. 2.6). Mien
tras que en el cultivo discontinuo todo eLsubslralQSe añade al comienzo de la 
fermentación, en los procesos discontinuos alimentados el substrato se va aña
diendo a intervalos a lo largo del proceso; esta forma de trabajo elimina los 
efectos de represión por las fuentes de carbono uWizables rápidamente, reduce 
la viscosidad del medio y los efectos de los constituyentes tóxicos, o simplemen
te, hace que la etapa de formación de producto sea lo más larga posible. Los 
sistemas de cultivo discontinuo alimentados a intervalos, o continuos, se utili
zan en la mayoría de los procesos de fermentación industrial y están particular
mente adaptados a los procesos de fermentación en los que el producto se for
ma mayoritariamente después de la fase de crecimiento exponencial. La princi
pal desventaja de las fermentaciones discontinuas cuandQ ~e util~ para la pro
ducción de productos asociados al crecimiento, es que la formación eficiente 
de producto tiene lugar únicamente durante una fracción del ciclo de fermenta-
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Ag. 3.1. Ciclo de fermentación discontinuo. 

ción_(Fig. 3.1). Los sistemas continuos con volúmenes de salida de producto 'ele
vados pueden ser, en consecuencia, mucho más eficaces en determinadas aplica
ciones en términos de productividad del fermentador (volumen de producción 
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 añadiendo continuamente al biorreactor y se va eliminando simultánea
mente igual volumen de medio fermentado. Existen dos tipos principales de reac
lores continuos, los reactores de mezcla completa y los de flujo pistón. 

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

(t) es: 

Donde x 
XR 

x- x.= Y(S. -s) 

concentración celular en el tiempo t 
inóculo o concentración cel ular inicial 
rendimiento para el substrato limitante (g de biomasa por g de subs
trato consumido) 

s = concentración de substrato en el tiempo t 
SR concentración inicial del medio 

Por tanto 
x - )(R 

r=-
S.-s 
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La can tidad de biomasa alcanzada en la fase estacionaria depende leórica
mente de la concentración inicial del substrato limitan!e del crecimiento y de 
la eficacia del organismo para convertir el substrato en material celular. Por tanto. 
suponiendo que el substrato limitan te del crecimiento sea S = O en la fase 
estacionaria 

r=-x-XR 

S. 
En un reactor continuo de mezcla completa en una sola etapa, la adición 

de substrato a una velocidad adecuada combinada con la eliminación a una ve
locidad volumétrica igual de medio de cultivo del recipiente produce un estado 
estacionario en el que la formación de biomasa está en equilibrio con la pérdi
da de células. En estas condiciones: 

(a) La velocidad de crecimiento específico (JL) viene controlada por la ve
locidad de dilución (D) puesto que JL = D 

(b) La concentración de substrato en estado estacionario, T en el quimos
tato viene determinada por la velocidad de dilución, según la ecuaciÓn: 

si las cinéticas siguen el modelo de Manad y D < JLma, 

(e) La concentración de biomasa en el estado estacionario, )( viene deter
minada por las variables operacionales SR y D, según la ecuación: 

x= r[s.- K,O J 
_ llm u~-j) 

Estas ecuaciones se deducen de la Figura 3.2. 
En la Figura 3.3 se muestra el efecto de la velocidad de dilución en las con

centraciones de substrato y biomasa en estado estacionario yen la productivi
dad de biomasa. Como se ve, a medida que D se aproxima a JLm", ' la concen
tración residual del substrato timitante necesaria para soportar el aumento de 
velocidad de crecimiento se eleva, y por tanto la concentración de substrato tam
bién aumenta (hasta el límite superior s = SF) mientras que la de biomasa dis
minuye. Cuando se emplea un sistema de cultivo en continuo, por ejemplo en 
el proceso de fermentación industrial de producciób de proteínas de organis
mos unicelulares, la cantidad de células producidas por unidad de tiempo (ve
locidad de producción) y por unidad de substrato utilizado ('Y) deben ser máxi
mas. En estado estacionario, la velocidad de producción será igual al producto 
de la velocidad de flujo por la concentración celular. Para que la producción 
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I.u velocidad de dilución D (h - 1), que representa el flujo del medio en el quimoslalo 
Imr unidad de vo lumen de liquido contenido se define como: 

f) = Fj J' 

donde V ~ volumen (m') 
F ~ velocidad de flujo (m' h - 1) 

1:.1 cambio neto de biomasa con el tiempo, suponiendo que todas las células son viables, 
puede expresarse como: 

dx/dl= crecimiento - producción 
=ILt- Dx 

En estado estacionario la concentración de células en el reactor es constante, por tanto: 

d.\{d/ = O 
¡¡x = D.\ 
II=D 

Cuando D :S;. 0,9 .umax ' la velocidad de producción celular en el fermentarlor está exacta
mente equilibrada con la velocidad de producción celular, y en estado estacionario esta 
condición se cumple (x = constante). Por otro lado, cuando el valor de D es similar 
al de Pomu' la producción de células en el efluente es superior a su velocidad de produc
ción por crecimiento en el fermentador y se produce el colapso, siendo dx/dt negativo 

1" está relacionado con la concentración de substrato (s) medianle la ecuación de Monod 

Ilm:uS 
1'=-

I\,+s 

En estado eslacionario, lA. = D. y para el modelo cinético de Manad de crecimiento celular 

D= J1
mllll

T 

K~ +T 

donde ses la concentración de substrato residual en estado estacionario 

Ilmlu - D 

como D - J.Lmax ' entonces s-SR 
La concentración de biomasa en el quimostato en estado estacionario para el caso de 
una alimentación estéril (X

R 
o X

F 
= O), viene dado por 

x= reS. - $) 

por tanto 

cuando D -- J.Lm ,x -- O 
Lo productividad de biomasa, P' • para un proceso de fermentación continuo en esta
do estacionario viene dada por c: 

.18. 3.1. Cln~li c8s del cultivo continuo. 

~o 

~ 
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o 
:o 
~ 
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Velocidad de dilución (O) 

p' 
e 

x 

~ J 

s, 

Aa· 3.3. lnftuencia de la velocidad de dilución en las concentraciones de biomasa 
Ix ) y substralo (S) en el estado estacionario y productividad de la biomasa (P ·;J. 

celular sea máxima, la velocidad de dilución deberá ser alta, aunque no tanto 
que exceda a I"max o se produzca la pérdida de material. La productividad má
xima, oombinando una producción elevada con una utilización de substrato efi
caz, se obtiene a una velocidad de flujo igual a la máxima velocidad de produc· 
ción, o ligeramente inferior, y con la mayor concentración de substrato posible 
prácticamente en el flujo de alimentación . 

En los procesos de producción 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 único quimostato de mezcla 
perfecta, sino que deben emplearse quimostatos multietapas para permitir que 
prevalezcan distintas condiciones medioambientales en las etapas separadas, si 
las condiciones óptimas paJa el crecimiento y la formación de producto son di· 
ferentes. los quimostatos que incorporan procesos de reciclado de biomasa oon· 
centrada para incrementar la concentración de biomasa en el reactor han en
contrado aplicaciones industriales en la producción de alcohol y en el tratamiento 
de efluentes. 

En los reactores de flujo pistón, el cultivo fluye por un reactor tubular sin 
mezcla en contracorriente. En la entrada del reactor se van añadiendo conti
nuamente las células y el medio, por lo que la composición del medio, la con· 
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~cl1lración de biomasa y las concentraciones de producto varían con la longitud 
del rcactor de una forma análoga a los cambios ocurridos a lo largo del tiempo 
ell 1111 fermentador discontinuo. Usualmente debe incorporarse un sistema de 
Icriclado de la biomasa para obtener un inóeulo continuo en la entrada. 

Biscño del fermentador 

La función principal de un fermentador es la de proporcionar un medio am
biente controlado que pennita el crecimiento eficaz de las células y la forma
ción de prOdUctá:-EI fermentador típico moderno de laboratorio se ha diseñado 
como una unidad sofisticada con las características y la instrumentación nece
sarias para llevar a cabo una gran variedad de procesos de fermentación. A la 
hora de discutir acerca de los fermentadores pÚoto, debería recordarse que los 
fermentadores a escala duroducción industrÍiilsOñüsualmente unidades cons
truidas a medida teniendo en cuenta los costos y objetivos esped lCOS, y diseña
das paraliñ" proceso oUña serie de procesos relaciOñados, y en consecuencia, 
únicamente tienen las características e instrumentacI n especl- icados para un 
proceso de producción particular. ---

CONDICIONES PARA OPERAR EN MEDIO ASEPTICO 

Muchos biorreactores tienen que trabajar en condiciones asépticas utilizan
do un inóculo puro del microorganismo y excluyendo los organismos contami
nantes; por consiguiente, el biorreactor, al igual que la red de tuberias asocia
das, ha sido diseñado como un recipiente a presión de tal forma que tanto el 
,istema como el medio que contenga puedan esterilizarse a la temperatura/ pre
sión adecuadas, un minimo de 121 · C/ 15 psi durante 15-30 minutos. Las válvu
las uti lizadas en las secciones esterilizables deben ser utilizadas en condiciones 
asépticas. Las válvulas de estrangulamiento y las de diafragma son particular
mente adecuadas, puesto que su mecanismo de operación está separado del me
dio Ifquido o gaseoso por un tubo O un diafragma flexible. Los puntos de entra
da al recipiente yel proceso para añadir y eliminar gases o líquidos al /del reac
lor durante la fermentación también deben estar diseilados de forma que man
tengan las condiciones asépticas (Thbla 3.1). En la Figura 3.4 se ilustra una vál
vula de muestreo aséptica. 

No todos los procesos de fermentación necesitan condiciones totalmente es
tériles; en algunos se reduce simplemente su contaminación por pasterización, 
mientras que otros dependen realmente de la población microbiana natural, por 
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Tabla 3_1. Diseno del fermelllador y operaciones relacionada, con el ",",1Ie· 

nimiento de su eSlerilidad 

Componente o proceso FundamenlO 

1. Recipiente 

2. Entrada y 
salida al 
fermentador 

3. Tuberfas 

4. Válvulas 

5. Prensaestopas y 
cojinetes del 
agitador 

Diseftado para ser ester ilizado 
con vapor a presión, resis~ 
tente a la corrosión química 
y con materiales no tóxicos 
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 
construcción deben ser ca
paces de tolerar las condi
ciones de temperatura y 
presión del proceso y ser 
resistentes a los componen
tes químicos utilizados 

Sellados para trabajar en 
condiciones asépticas 
prolongadas 

Ejemplos o comentarios 

(a) Vidrio de un espesor apTO 
piado para fermentadores 
pequeftos y mirillas 

(b) Acero inoxidable resis
tente al pH del proceso 

las .... álvu1as varían en su grado 
de idoneidad. Las válvulas de 
compresión y las de diafrag
ma son especialmente aptas 
para uso aséptiro. pueSlo que 
su mecanismo está separado 
mediante un lubo flexible y 
1.Ul diafragma, respectivamen
te, del caldo o del gas que 
fluye 

(a) Capas de asbesto o de hi
los de algodón empaque
tados contra el eje 

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

(e) Dispcsitivos de agitación 
magnéticos que no pene
tran en d recipiente. Un eje 
externo hace giw al eje de 
un agitador interno me
diante una fuerza magnética 
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'TilMa 3,1. Continuación 

Componente o proceso Fundamento 

(,. Entrada de gas 

7. Salida de gas 

8. Alimentación 
de aditivos 

9. Alimentación, 
inóculo y 
líneas de 
muestreo 

Filtro de aire para esterilizar el 
aire que entra. EsteriLizable 
con vapor de agua. Válvula 
de no retomo situada entre el 
difusor y el fUtro de aire para 
evitar el flujo en conLraCo· 
Triente del medio a1 filtro 

Diseñado de forma que no se 
produzca la contaminación 
por flujo en contracorriente 

Alimentación esterilizada por 
calentamiento o filtración 

Esterilizables con vapor de 
agua antes y después de su 
uso 

Ejemplos o comen/arios 

(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, nilón polisulfona 
u otros materiales 

El nitro de salida puede utili
zarse cuando no se desee la 
liberación de organismos del 
cultivo al medio ambiente 

Acido, álcali (liquido o 
gaseoso), carbohidrato, 

.... precursor 
Secuencia de muestreo (véase 

Fig. 3.4): (a) apertura de las 
válvulas 2 y 3 para esterili
lar la tuberfa, (b) cierre de 
la válvula 3, (e) apertura de 
la válvula 4 para enfriar la 
tuber!a estéril caliente antes 
de introducir la muestra, (d) 
cierre de la válvula 4, aper
tura de la válvula 1, (e) 
desechar el cultivo del es
pacio muerto, (O recoger la 
muestra, (g) cierre de la vál
vula 1, (h) repetir (a) y (b) 

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

AIAEACION y MEZCLADO 

El proceso de fermentación industrial aerobio debe disponer de un sistema 
de aireación y mezclado del cultivo. El reactor de tipo tanque con agitación con
vencional incluye un sistema de agitación mecánico consistente en un eje verti
cal con varios agitadores, en tanto que la mayoría de los biorreactores de platos 
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Fig. 3.4. Puerta de muestreo aséptico. Los números 1, 2 Y 3 corresponden a válvulas . 

(Rushton) están equipados con turbinas de discos localizadas a lo largo del eje 
y con dimension es controladas para conseguir un buen mezclado y una buena 
dispersión a...través del medio. Además disponen de varios deflectores (usual
mente entre 4 y 6) cuya anchura representa el LO "', del diámetro del recipiente, 
localizados a lo largo del perímetro 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 
acción del sistema de agitación. En la Figura 3.5 se esquematizan los compo
nentes del sistema de agitación. 

La geometria de los fermentadores aireados debe diseñarse de forma que 
se facilite la eficacia del intercambio gaseoso. Las características finales deben 
tener en cuenta los fenómenos de transporte que existen en los procesos 
biológicos. 

Flujo de fluidos 

Los fluidos se denominan newtonianos cuando su flujo obedece a la ley de 
viscosidad de Newton . Supongamos que un fluido está contenido entre dos pla
cas paralelas de sección A separadas una distancia X; si una placa se mueve en 
una dirección a una velocidad constante, la capa de líquido adyacente a la placa 
que está en movimiento tam bién se moverá en esa dirección impartiendo parte 
de su momento a la capa más próxima, haciendo que se mueva a una velocidad 
ligeramente inferior. La ley de Newton de la viscosidad establece que la fuerza 
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Relaciones geomél!lcas lIp1cas 
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V 
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f -ª- O 1 D . 
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Flg. 3.5. Diagrama de un fermentador y de un agitador de turbina de cUsco con palas. 

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

y 

F= /"ld vjd.\ 

(Fi,l\ 
/,=-

dt'/d r 

donde ~ viscosidad del fluido o resistencia del fluido al flujo 
F/A fuerza de cizalla o fuerza por unidad de área 

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 Unea recta para un fluido newtoniano 
que tiene una viscosidad constante igual a la pendiente de la recta. Mientras 
en un proceso de fermentación newtoniano la viscosidad no varía con la fuerza 
de cizalla o con la velocidad de agitación, en un fluido no newtoniano puede 
variar con ambas. En la Figura 3.6 se encuentran las gráficas ohtertidas con un 
fluido newtoniano y con algunos no newtonianos. La mayoría de los polímeros 
se comportan como fluidos pseudoplásticos, que se caracterizan por tener una 
viscosidad aparente decreciente con fuerzas o velocidades de agitación crecien-
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Plg. 3.6. Reogramas de fluidos con distintas propiedades reológicas. 

tes. Algunos caldos de fermentación se comportan como fluidos reo lógicos pseu
doplásticos o plásticos 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 sólido, líquido o gas. En los 
procesos de fermentación convencionales, la demanda microbiana de substra
tos distintos al oxigeno es cubierta usualmente sin dificultad, puesto que estos 
son suministrados en exceso en solución en el medio. 
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IlIbl. 3.2. Reologla de los cultivos produclorc~ de mltc!!o 
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Produclo Reologlo del cultivo 

Hidroxilaci6n de esteroides 
Glucoamilasa 
Penicilina 
Estreptomicina 
Kanamicina 
Novobiocina 

Binghnm 
PscudopláSlico 
PseudopláSlico 
Bingham 
Bingham 
Bingham 

La velocidad de transferencia de masa entre las fases líquida y gaseosa está 
fuertemente influenciada por la solubilidad del gas en la fase Uquida. El oxíge
no es poco soluble en soluciones acuosas, y en consecuencia, en muchos proce
sos de fermentación aerobios el suministro de oxígeno es el factor crucial deter
minante de las velocidades metabólicas por la que la transferencia de masa del 
oxigeno tiene un papel importante en el diseño del fermentador. 

Transferencia de oxrgeno 

La transferencia de oxígeno a la célula durante la aireación del fermentador 
implica la transferencia de oxígeno desde las burbujas de aire a la solución, la 
transferencia de oxígeno a través del medio a la célula y finalmente la absorción 
Jel oxígeno por la célula. La transferencia de oxigeno a partir de las burbujas 
de ai re a la solución, que es la etapa limitante de la velocidad en las fermenta
ciones en medios no viscosos, y que es incluso aún más limitante en las fermen
taciones en cultivos viscosos, puede ser descrita por la ecuación: 

deL _ , 
- = A LII (C* - eL I 
di ' 

donde CL es la concentración de oxígeno disuelto en el seno del líquido (mmol 
dm -') 

I es el tiempo (h) 
dCl/dl es el cambio de la concentración de oxígeno con el tiempo (mmo· 
les dm - 'h - 1) o la velocidad de transferencia de oxígeno (arR) 
Kl es el coeficiente de transferencia de masa (cm h -1) 
a es la superficie interfacial gas-líquido por volumen de líquido (cm' cm - ') 
C* es la concentración de oxígeno disuelto en saturación (mmol dm - '). 

A I atm y 30 oC la solubilidad del oxígeno en agua es de 1,16 mmoles dm -'. 
K la, coeficiente de transferencia de masa volumétrica (h - 1), es una medio 
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da de la cUllndd"d de Hileación del fermentador en las condiciones de la prueba 
(a mayor valor de K,u, mayor es la capacidad de aireación). La concentración 
de oxigeno disuelto en el medio del fermentador será el balance entre el sumi 
nistro de oxigeno disuelto y la demanda por parte de los organismos. uando 
en el fermentador Kla es demasiado baja para satisfacer la demanda de oxíge· 
no de los organismos, las concentraciones de oxígeno disuelto caerán por deba
jo del nivel crítico (C"it), usualmente inferior a 0,05 mmol dm - '. Por tanto, 
el Kla del fermentador deberá ser suficientemente grande como para mante
ner la concentración de oxigeno disuelto óptima para la formación del produc
to. Entre los factores que influyen en el valor de Kla alcanzado en un fermen
tador de una geometría dada se incluyen la velocidad de flujo de aire, la veloci
dad de agitación, (por ejemplo la velocidad de rotación de los agitadores), las 
propiedades físico-químicas y reológicas del cultivo y la presencia de agentes 
antiespumantes. Cuando una fermentación se aumenta de escala es importante 
que en la escala mayor se utilice el valor óptimo de KLa encontrado a escala 
más baja. Por consiguiente, tanto KLa como el conocimiento de los factores que 
influyen en su valor son importantes a la hora de diseñar y aumentar de escala 
un proceso de fermentación. 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 KlQ variando en el tanque más grande el diáme
tro de los agitadores frente al diámetro del recipiente. 

Transferencf'a de energra 

Para que el crecimiento, metabolismo y transferencia de masa se produzcan 
a las velocidades deseadas, debe suministrarse o eliminarse energía del reactor. 
Durante la esterilización y durante los procesos de control de la temperatura 
se intercambia calor. En el metabolismo se produce energía metabólica que se 
d.isipa en fo:~a de calor, y tiende a elevar la temperatura del caldo je fermenta
c,ón. Thmb.en se puede generar calor como resultado de la energía mecánica 
necesaria para los procesos de agitación y de aireación. 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 determinarán 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 circulación 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 refrigeración para controlar la temperatura. 
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Ih/('II<'ia necesaria en el fermentador 

En los fermentadores con agitación provistos de deflectores se consigue una 
me/cla eficaz mediante un flujo totaLmente turbulento, que puede ser caracteri
" ,do por el número adimensional de Reynolds (NI") 

donde D 
N 
p 

~ 

. D'Np 
.N.,= - - (> 10 - ' para las turbinas Rushton) 

'1 

diámetro del agitador (cm) 
velocidad de rotación del agitador (cm s - ') 
densidad del líquido (g cm - ') 
viscosidad del n uido 

Cuando se agita un liquido newtoniano no gasificado en un recipiente pro
visto de deflectores, la entrada de potencia al líquido (la potencia absorbida por 
el líquido) puede representarse por otro número adim ensional, el número de po
tencia (Np)' 

P v--
P- {J .'\ ' D' 

donde P es la potencia externa del agitador (no gasificado) 
En un fermentador agitado equipado con defectores, el número de potencia 

está relacionado con el número de Reynolds mediante la ecuación: 

donde e es una conSlante dependiente de la geométria de la vasija e indepen
diente de su tamaño y z es un exponente. Por tanto 

_ P_ =C[(D
2
.I'Pl'] 

pN' D' '1 

de forma que los valores de P a distintos valores de N, D, ~ Y p pueden determi
narse experimentalmente. 

Las potencias típicas para fermentadores de 100,2.500 Y 50.000 1 de capaci
dad son de 1-2, 15 Y 100 Kw respectivamenle. 

OTROS DISEÑOS DE FERMENTADORES 

Sistemas de cultivo sumergidos 

En la producción de vinagre se ulili.a especialmente un reactor tanque con 
agitación aireado modificado, el «Frings acetaton>. En este aparato el aire es 

SISTEMAS DE FERMENTACION (,1 

aspirado y distribuido mediante un rotor de turbina de cuerpo hueco de nllo 
velocidad, conectado a una tubería de succión de aire. El aireador es aUloa,pi
rante y por tanto no se necesita aire comprimido (véase Fig. 7.8). 

El reactor de tipo tanque con agitación es el biorreaclor más utilizado en 
las fermentaciones aireadas debido a su fiabilidad y flexibilidad. No obstante, 
los costes de mantenimiento e inversión son relativamente elevados, y además 
se plantean problemas a la hora de diseñar agitadores pala los fermentadores 
muy grandes debido a la longitud del eje del agitador. En los biorreactores sin 
agitación mecánica, como los biorreactores tipo torre y los de bucle, la airea
ción 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 mínima. Este tipo de fer
menladores se ha utilizado para producir ácido cítrico, con gránulos de A. ni-

Tubo de 
clarlflcación 

Indicador 
de temperatura 

Salida 
de aire 

~J"\_ 

Salida 
de liquido 

Dellector 

Entrada 
de aire 

.. . Punto de mueSl reo 

Ha. 3.7. Fermentador lipo torre (reproducido con permiso de Kristiansen y Chamber
lain, 1983). 
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Uf" Y ~cpa> de Candida guilliermortdii, y también para la Ilrouucch\1I ue vlna
~IC, Illcohol industrial y cerveza. Como el mezclado vertical"" rclullvamcnte 
111010 en los fermemadores de tipo torre, se puede operar de forma continua, 
con alimentación por la parte baja y salida por la parte alta, consiguiéndose 
as! una retención de biomasa elevada. En los fermentadores tipo torre no airea
dos, utilizados en la producción de cerveza O de alcohol industrial, la retención 
de biomasa es máxima cuando se emplean levaduras de fermentación 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 líquido (Fig. 3.8). La fuerza impulsora de la circulación 
se crea por la diferencia de densidad (debida a diferencias en la cantidad de bur
bujas de aire dispersadas) entre las secciones de !lujo ascendente y descendente. 
En el reactor de este tipo diseñado por ICI, por ejemplo, el aire se introduce 
por la base del fermentador y pasa a la solución por la presión hidrostática de 
la columna (véase Figs. 6.1a y 6.1e). En el capítulo 6 podrá verse que se han 
utilizado con éxito diseños similares para la producción de biomasa a partir de 
organismos unicelulares. En el cultivo de caldos micelianos filamentosos visco
sos para la producción de proteínas de organismos urucel ulares se han desarro
llado sistemas de agitación y tubo de recirculación combinados (véase Fig. 6.1f). 

Alc. t 

Aire 

lal 

:¡;;; 
• o 

'. 
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Jile. 3.8. Biorreactor con bucle interno (a) y externo (b) (reproducido con permiso de 
Smith, 1985). 
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En las fcrmcnlnckll1cs IlIdu,ltlub mn ,élulas de animales y plantas, I1l t!.\ MIS 

cepliblcs a ,ufrir donos ¡lUI ¡as IUCI L.1> de cizalla que las célula!> microbinllus, 
se han aprovcchado IU$ vcntaJas del menor efecto de cizalla de los fermentadt) 
res agi tados por airc. 

En los sistemas de tratamiento de aguas residuales con lodos activados be 
han utilizado algunas variaciones de eslOS tipos de reactores de cultivo sumer¡¡i 
do. El proceso convencional se basa en la agitación 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 dramáticos progresos en el cultivo de células de animales y 
en la tecnología de hibridomas han conducido al desarrollo de nuevos proceso> 
de cultivo industriales para la elaboración de productos derivados de células ani
males. La forma más simple de crecimiento de células de mamíferos es en culti · 
vos en suspensión. La mayoría de las células de origen leucémico u Iinfoideo 
crecen como células individuales en cultivos en suspensión estacionarios o agi
tados. Muchas células dependientes de anclaje pueden no crecer en cultivos en 
suspensión, a menos que se empleen procedimientos especiales. El método más 
prometedor en tales casos utiliza perlas microtransportadoras, fabricadas con 
polfmeros naturales o sintéticos, como soportes de las células. Entre los proble
mas asociados con la producción a gran escala de células animales en cultivos 
en suspensión 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
cánica o por aire, así como reactores de tipos más modernos. La encapsulación , 
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Ha. 3.9. Biorreactor de lodos activos (reproducido con permiso de Smith, 1985). 
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Fig. 3.10" Planta de traramiento de efluentes de l tipo de pozo profundo. (Reproducido 
eOIl permISO de Wheatley, 1984). 

de células de hibridoma en perlas de alginato permite emplear reactores de tipo 
tanque con agitación, produciéndose concentraciones elevadas de células yan
tlc~erpos d~ntro de la cápsula. Otro método implica el uso de sistemas de per
fUSión, eqUIpados can tubos porosos y membranas semipermeables para el su
minIstro de nutnentes y gases y para la eliminación de los productos y de los 
meta bolitas tóxicos. 

El diseño de biorreactores destinados al cultivo de células vegetales debe te
ner en cuenta las características únicas de tales células: gran tamaño, sensibili
dad a las fuerzas de cizalla, crecimiento lento, formación de producto durante 
l~s fases de crecimiento lento o estacionarias, y la necesidad de que exista un 
cierto grado de contacto célula-célula o de diferenciación para la producción 
de m~tabolitos secundarios. El cultivo en suspensión se utiliza para la produc
Ción mdustrial de shikonina. 

\ ISII MA' 1\1 , I1 ~MI 'NTAC ION 

Fermentaciones en ~ubstrnt()s sólidos 

Las fermemaciones en substratos sólidos, utilizadas para el Cllltivo de mi
croorganismos en materiales sólidos que contienen o no una cantidad limitada 
de agua libre, se emplean en la obtención de enzimas fúngicos por cultivos en 
superficie y en la producción de champiñones así como en otras aplicaciones. 
Los substratos utilizados más comúnmente 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 sólidos son usualmente organismos que 
pueden tolerar una actividad del agua baja (Aw). 

Los microorganismos tienen respuestas distintas frente a la activdad del agua, 
de forma que por ejemplo, con una Aw inferior a 0,95 se inhibe el crecimiento 
bacteriano, en tanto que los mohos y las levaduras pueden crecer a una Aw de 
aproximadamente 0,7. Las fermentaciones en substrato sólido se llevan a cabo 
de diferentes formas dependiendo de si los microorganismos utilizados son los 
indígenas O cultivos aislados puros. La elaboración del compost para la produc
ción de champiñones implica las actividades sucesivas de un amplio rango de 
poblaciones de microorganismos indígenas que van desde las bacterias mesoff
licas, las levaduras y los mohos hasta los hongos termofilicos y los actinornice
tos. El proceso tradicional Koji para la fermentación de granos y habas de soja 
y los procesos similares para la producción de enzimas industriales a partir de 
mohos, ambos con cultivos de Aspergilllls oryzae y especies relacionadas, son 
ejemplos de fermentaciones en substratos sólidos que utilizan cultivos fúngicos 
puros. 

Puesto que la mayoría de las fermentaciones en substratos sólidos son aero
bias, las condiciones de fermentación deben diseñarse de forma que la transfe
rencia de oxigeno y la eliminación de C02 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 fermentación es usualmente 
mucho mayor que en las fermentaciones liquidas, yel contenido menor de hu
medad hace más difícil su eliminación. La elección del tamaño de partícula del 
substrato es de importancia critica para optimizar los espacios vacíos interpar
tículas que faciliten la transferencia de gases y de calor. La eliminación de ca
lor puede verse facilitada incrementando la velocidad de aireación del sistema. 

Entre las ventajas de los sistemas de fermentación sobre substratos sólidos 
en las fermentaciones industriales se encuentran la mayor productividad y sim
plicidad de la técnica, los menores costos de inversión, la reducción del consu
mo energético, el menor volumen de aguas residuales producidas y la ausencia 
de problemas debidos a la formación de espuma, aunque también tienen limi
taciones, como la acumulación de calor, la contaminación bacteriana, los pro· 
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hlcmu~ de aumento de escala y la dificultad de controlar el ni vd de hUllledad 
del ,ubstralo. 

01110 ejemplos de diseño de fermenladores con subslratos sólidos se pue
den cilar los sistemas de agitación continua lenta (como los tambores rotato
,;os), los sistemas de cubelas y los de flujo de aire, en los que se insufla aire 
acondicionado a lo largo del lecho de substrato en una cámara de cultivo (Fig. 
3.11). Los tambores rotatorios están equipados usualmente con una entrada y 
una salida para la circulación 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 cámaras que 
generalmente están ventiladas con aire humidificado. En las cámaras de cultivo 
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Al, J.Jl, Fermentadores en substrato sólido. (a) Thmbor rotatorio, (b) sistema de cu
beta, Ce) sistema de flujo de aire forzado. 
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con circulación forzada de ai re '" controla la temperatura del lecho ajustándose 
a la del flujo de aire reciclado. 

Instrumentación y control 

Los fermentadores están equipados con instrumentos que se utilizan para 
facilitar el análisis y registro de parámetros especlficos, para ayudar a estable
cer las condiciones óptimas del proceso de fermentación y para optimizar el pro
ceso de producción. El control de un parámetro 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 modificación del es
tado de una válvula de apertura o la velocidad de una bomba dosificadora. 

Los sensores pueden esté.tI' «on line)), es decir, conectados a la instalación 
del fermentador o en contacto con la corriente, o «Off-line», de los cuales se 
toma asépticamente una muestra para análisis. Los sensores «on line» de los 
fermentadores comunes se utilizan para medir propiedades físicas como la tem
peratura, la presión, las r.p.m., del agitador, las velocidades del flujo de líqui
dos y gases y para medidas físico-químicas como el pH y las concentraciones 
de gas en las fases líquida 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 esterilízables con vapor de agua, fácilmente calibrables 
y dar una lectura continua fiable. En la Tabla 3.3 se describen algunos de los 
sistemas de medida «on-line» más importantes. 

El método que nos da más información acerca del estado de la fermenta
ción es probablemente el análisis del gas de salida. Los métodos de análisis del 
O, mediante procedimientos paramagnéticos y del CO, mediante análisis con 
infrarrojos tienen las desventajas de la necesidad de calibrado y de su lento tiempo 
de respuesta. Los espectrómetros de masas pueden operar sin atención personal 
durante largos perfodos de tiempo y medir CO" O" N, y otros gases con un 
alto grado de precisión, y cuando se acoplan a una computadora pueden sumi
nistrar datos útiles como los coeficientes respiratorios (CR = CO, producido/ O, 
consumido) y la velocidad de absorción de oxigeno. Su rápida velocidad de res
puesta hace que algunos espectrómetros de masa hayan sido incorporados a mu
chos fermentadores mediante tuberías de empalme múltiple muestreadoras con 
objeto de obtener datos acerca de cada corriente gaseosa. 

Aunque los análisis «off-line» aún se utilizan para medir muchos substra
tos, metabolitos, enzimas, constituyentes celulares y biomasa, la tendencia ac-
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Tabla 3.3. SisLemas de medida de fermenLación on-linc 

I\mlmelro 

lemperolur. 

Prc!lión 

Contenido del 
aparato 

Espuma 

r.p.m. del agitador 

Velocidad de llujo 
gaseoso 

Flujo líquido 

Equipo de medida Fundamentos de la medida (comeIllQr;o~~ 

Termómetros y termjs
tores de resistencia 
eléctrica 

Manómetro de presión 
de Bourdon 

Sensor de presión de 
diafragma 

Manómetros de tensión 
electrónica 

Medida de la carga celular 
(peso) 

Sensor del nivel del li
Quido utilizando sondas 
de capacidad (volumen) 

Sondas metálicas de 
espuma aisladas en el 
extremo colocadas a 
diferentes niveles 

Tacómetro 

Rotámero 

Medidor termico del 
Dujo de masa 

Agitadores. turbinas, 
rotámetros 

Cambios de resistencia eléctrica 
con la temperatura 

La sección trasversal elíptica de una 
espira parcialmente hueca tiende a 
volverse circular, enderezándose gra
dualmente a medida que aumenta la 
presión en su interior 

Movimiento de un diafragma en res
puesta a los cambios de presión 

Cambios de la resiso eléctrica cuando 
un alambre está sujeto a tensión 

El peso de la vasija se mide mediante un 
manómetro de tensión, la ¡:esistencia 
eléctrica es pro)XJrcional a la carga 

Cambios de la capacitancia de la son
da con el nivel de líquido 

La espuma toca el extremo de la sonda 
completa un circuito eléctrico que ac
túa como un dispositivo de alimenta
ción antiespurna (la condensación de 
humedad a lo largo del exterior del 
aislamiento puede inutilizar el sistema) 

Mecanismos de detección mediante in
ducción, generación de voltaje, sen
sores de luz o fuerzas magnéticas 

la posición de un Ootador que se m ue
ve libremente en un tubo con diáme
tro creciente montado verticalmen
te indica la velocidad de nujo 

Detección de una diferencia de tempe
ratura a lo largo de un dispositivo 
calefactor colocado en el paso de gas 

Sistemas graduados para indicar la ve
locidad de flujo (no adecuados pa
ra uso aséptico) 
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Tabla 3.3. (('()/I/I/llIlI('/ÓIl) 

Pa,dmctfO 

pH 

02 disuelto 

co, disuelto 

02 en fase gaseosa 

co, en la fase 
gaseosa 

Análisis genera! 
de gases 

l:.'quipo de medida Fundomemos de la medida (comelJtarlo.,) 

Transductor de flujo 
eléctrico 

Bombas de medida tipo 
diafragma y bombas 
peristálticas 

Electrodo de referencia 
de vidrio combinado 

Electrodo de 02 

Electrodo de C02 

Análisis paramagnético 
de gases 

Análisis infrarrojo 

Espectrometría de masas 

El flujo de liquido en un campo mag
néLico es tal Que el volLaje inducido 
es proporcional a la velocidad rela
tiva del fluido y al campo magnéti~ 
ca. (Puede utilizarse asépticamente) 

Medida indirecta de la velocidad de 
flujo mediante bombas precalibra
das (adecuado para medidas y bom
beos asépticos) 

Medidas potenciométricas de la con
centración de iones hidrógeno 

Los electrones producidos por la inte
rao:ión del oxigeno con una superficie 
metálica generan una corriente. La 
sonda contiene una membrana a tra
\l!s de la cual puede difundirse oxíg. 

El sensor es una sonda de pH rodeado 
por una solución HCO)-+ H + I cuyo 
pH viene influenciado por los iones 
HCOi. El sensor contiene una mem
brana permeable a los iones HC03-. 
(Electrodos caros y poco fiables) 

Sistemas de análisis térmico y deflec
ción basados en la fuerte afinidad 
del oxigeno por un campo 
magnético 

El ca, absorbe en el infrarrojo. (la 
medida del o, y el CO, de la fase ga
seosa se lleva a cabo usualmente en la 
salida del fennentador). Normalmente 
se supone que las concentraciones de 
o, y CO, en el aire entrante son de 
2O,9L 'lo y 0.03 % respectivamente 

Las moléculas de gas Que entran al ins
trumento se ionizan y aceleran a! 
atravesar un campo magnético. Los 
fragmentos de moléculas de masas 
diferentes se desvían en grados di 
ferentes y son recogidos y medidos 
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Ill3l hacia procesos de control más automatizados ha desembocado en una de
m,Ulda obvia hacia métodos que puedan medir cuantitativamente moléculas bio
lógicas «on-line». Algunos de los sistemas de control «on-line» automáticos exis
Icntes pueden aplicarse a los fermentadores, siempre que los problemas de mues
I ren aséptico de la rase líquida puedan resolverse utilizando técnicas de mues
Ireo con micro filtración . Por ejemplo, cuando se emplean métodos de fIltra
ción o de diálisis es posible el control «on-line» con HPLC. 

Se ha desarrollado una nueva generación de biosensores altamente específi
cos, destinados predominantemente a aplicaciones clínicas, basados en el esta
blecimiento de una interfase entre enzimas inmovilizados y sensores electroquí
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 eo las proteinas con actividad enzimática a medida que 
interaccionan con los substratos, o las propiedades donor/aceptor de electrones 
de las moléculas biológicas darán lugar indudablemente a un mayor nivel de 
sofisticación eo el control de los procesos de fermentación. 

Las computadoras pueden utilizarse en los procesos de fermentación para 
procesar los datos suministrados por los sensores, pudiendo analizar los datos, 
presentar el análisis en dispositivos al efecto, y almacenarlos o utilizarlos para 
controlar el proceso mediante señales que activen conmutadores, válvulas y bom
bas. Las operaciones de procesado de datos deben incluir el cálculo de veloci
dades, rendimientos, productividad, coeficientes respiratorios, etc. El almace
namiento y organización de los datos relativos al proceso de fermentación me
diante computadoras es uo componente extremadamente importante en la ma
yoría de los procesos industriales de fermentación. Además de mantener los re
gistros de cada lote con objeto de asegurar la calidad, y para su inspección por 
las autoridades reglamentarias, con frecuencia se ban conseguido mejoras sig
nificativas del proceso analizando juiciosamente los registros del proceso. Los 
sistemas de control del proceso pueden consistir simplemente en la implanta
ción automática de operaciones secuenciales, por ejemplo un ciclo de esteriliza
ción. Además, 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 oecesitándose unida
des de control individual. En la Figura 3.12 se muestran los elementos clave de 
un sistema de fermentación cootrolado por computador. 

Un sistema de fermentación 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 fisiología celular y en la pro-
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Hg. 3.11. Componentes esenciales de un biorreactor controlado por compuladora (re
producido con permiso de Witson, (984). 

ductividad. Las computadoras también se pueden utilizar para investigar en fer
mentación y desarrollar estrategias que optimicen el crecimiento y la formación 
de producto. Finalmente, la programación de la operación global de u~a planta 
de fermentación multiunidades, incluyendo el procesado comente arnba y co
rriente abajo, puede realizarse con una computadora centralizada. 



Capítulo 4 

Materias primas utilizadas 
en fermentación 

Criterios utilizados en la formulación del medio 

Los medios utilizados en las fermentaciones industriales deben contener to
dos los elementos necesarios para la síntesis del material celular y para la for
mación de producto; además, deben satisfacer los objetivos técnicos del proce
so ofreciendo un medio ambiente favorable para el crecimiento y/o formación 
de producto y al mismo tiempo ser económicamente rentables. Muchos proce
sos de fermentación se desarrollan en diversas etapas (desarrollo a pequeña es
cala y crecimiento del inóculo, crecimiento microbiano y formación de produc
to en el fermentador de producción) de forma que cada etapa tiene unos objeti
vos técnicos y unas necesidades particulares en cuanto a medios. Usualmente, 
en las etapas de desarrollo y de aumento de escala del inóculo, el objetivo es 
conseguir velocidades de crecimiento altas para disponer de niveles elevados de 
biomasa viable y en una forma fisiológica adecuada para ser utilizada como 
inóculo en la siguiente etapa_ Cuando el producto final deseado sea la biomasa 
viable o proteínas de organismos unicelulares, el diseño del medio y de las con
diciones de fermentación deben permitir velocidades de crecimiento elevadas y 
altos rendimientos de biomasa de células viables o de células con una composi
ción adecuada para ser utilizadas como proteínas de organismos uniCelulares. 
Cuando el producto final sea un producto celular, por ejemplo un enzima (u 
otra proteína) o un metabolito, la situación es más compleja . Sí el producto está 
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",ociodo al crecimiento, el medio debe satisfacer simultáneamenle las necesida
des para el crecimiento celular y para la formación de producto de forma ópti
mO . 'uando el grueso de formación de producto se obtiene después del creci
miento celular, el medio debe ser tal que inicialmente las células que tengan pro
piedades fisiológicas 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 óptima haciendo que los rendimientos de producto final sean 
máximos. En muchos productos industriales obtenidos predominantemente des
pués de la fase de crecimiento exponencial, por ejemplo enzimas y antibióticos, 
se observa con frecuencia la existencia de una velocidad óptima lineal de for
mación de producto durante la fase post-exponencial, por lo que el objetivo clave 
consistirá en controlar el medio y las condiciones medioan1 bien tales de forma 
que esta fase de producción lineal sea lo más larga posible. 

INFLUENCIA DEL MEDIO EN EL CRECIMIENTO CELULAR 

Los microorganismos necesitan carbono, nitrógeno, minerales, a veces facto
res de crecimiento, agua y (si son aerobios) oxigeno para formar su biomasa 
y como fuente de energía para la biosíntesis y mantenimiento celular. La com
posición elemental de la mayoría de los microorganismos es muy similar, y en 
consecuencia puede utilizarse como punto de partida para diseñar un medio de 
fermentación óptimo. Los valores típicos para el C, H, 0, 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 especlficos co
mo aminoácidos, vitaminas o nucIeótidos. Sin embargo, los organismos que no 
necesitan estos suplementos tienen frecuentemente velocidades de crecimiento 
substancialmente más elevada, en medios complejos. Los factores de crecimiento 
específicos pueden añadirse al medio en forma de compuestos químicos puros, 
por ejemplo, biotína en las fermentaciones para obtener ácido glutámico, o más 
usualmente como componentes de fuentes de nitrógeno más ordinarias, por ejem
plo extractos de maíz. Prácticamente en todas las fermentaciones industriales 
el carbono suministra la energía para el crecimiento, asr como los átomos de 
carbono para la biosíntesis. La cantidad de carbono necesaria en condiciones 
aerobias puede determinarse a partir del coeficiente de rendimiento de biomasa 

"fe = 
Biomasa producida (g) 

Substrato de carbono utilizado (g) 
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En el Cnpflulo 2 ya se ha discutido la influencia de condiciones mcdioanl 
bientales relacionadas con el medio como el pH, la concentración de subslrato, 
etc., en la velocidad de crecintiento. 

FORMACION DE PRODUCTO 

Cuando la formación de producto depende de inductores, debe. incorporar
se al medio el inductor específico o un análogo estructural y a veces mantenerse 
en él a lo largo del proceso mediante adiciones continuas o discontinuas. De 
la ntisma forma, si la formación de producto está sujeta a la represión por el 
catabolito por substratos como glucosa y otros carbohidratos, es necesario uti
lizar un mutante sin esta regulación o suministrar el carbohidrato en forma con
tinua o discontinua pero de modo que sus niveles permanezcan por debajo de 
la concentración crítica necesaria para la represión. Muchos procesos de pro
ducción de enzimas están sujetos a inducción y/o represión por el catabolito. 
En las fermentaciones para obtener metabolitos secundarios la baja productivi
dad está asociada frecuentemente con la presencia en' el medio de concentracio
nes elevadas de fuentes de carbono rápidamente metabolizables. 

Una fuente de nitrógeno utilizable rápidamente inhibe la producción de al
gunos antibióticos. En los bongos, el ión amonio impide la absorción de ami
noácidos por acción de las aminoácido permeasas tanto generales como especí
ficas; también impide la asimilación de nitrato en muchos microorganismos, 
de forma que el nitrato únicamente se utiliza COmo fuente alternativa de nitró
geno cuando se ha agotado el amonio. 

La concentración de ciertos minerales es crítica en algunas fermentaciones. 
Muchas fermentaciones para la producción de metabolitos secundarios necesi
tan que la concentración de fosfato inorgánico sea baja durante la fase de pro
ducción, interviniendo a veces el calcio en la precipitación del exceso de fosfato. 
Las concentraciones de elementos traza como hierro y/o zinc tienen unos efec
tos críticos en la producción de penicilina, actinomicina, c1oranfenicol, neomi
cina, griseofulvina y riboflavina. La concentración de manganeso es importan
te en la producción de bacitracina y ácido cítrico. Algunos de los efectos de es
tos metales se explican en función de su activación o inhibición de determina
das actividades enzimáticas. 

En algunas fermentaciones, por ejemplo en la producción de algunos anti 
bióticos, vitaminas y aminoácidos, se añaden precursores al medio que se in
corporan directamente al producto. Por ejemplo, el ácido fenilacético es el prin 
cipal precursor utilizado en la producción de bencilpenicilina por fermentación. 

La optimización de la producción de algunos metabolitos requiere la incor
poración de inhibidores específicos al medio, bien para minimizar la formación 
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de Olros inlermedios metabólicos O bien para prevenir el mClnbol1, lll <) po,lerior 
elel produclO deseado. En la producción de tetracic1ina mediame Slrep/()myce;~ 
el iÓI) bromuro impide la formación de c!orotetraciclina yen la producción de 
glicerol mediante Saccharomyces cerevisiae, el bisulfito sódico impide la reduc
ci,ln del acetaldehído, de forma que la reoxidación del NADH + H + implica 
lu conversión de dihidroxiacetona fosfato en glicerol-3-fosfato, que a su vez se 
Iransforma en glicerol. 

OXIGENO 

La mayoría de los procesos de fermentación son aerobios, por lo que requie
ren el suministro de oxígeno como materia prima. La oxidación completa de 
la glucosa, representada por la ecuación 

C, Hj , O. + 60, =6H,O +6CO, 

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

Además de esta demanda global de oxígeno, los procesos metabólicos se ven 
inOuenciados por la concentración de oxígeno disuelto en el medio. La relación 
entre la concentración de oxigeno disuelto y la velocidad de absorciÓn específi
ca de oxigeno (Q\», romoles de O, consumidos por g de peso seco de células 
por hora) sigue la ecuación tipica de Michaelis-Menten (Fig. 4.1), por lo que 
para mantener la producción de biomasa al máximo, el nivel de oxigeno disuel
to debe estar por encima de la concentración crítica (C,nt). Los niveles de oxi
geno disuelto para que la velocidad de formación de producto sea óptima pue
den ser totalmente distintos a los de las Cont. En general, para mantener la pro
ducción de metabolitos resultantes del ciclo de los ácidos tricarboxl1icos pare
cen ser necesarias concentraciones de oxígeno disuelto superiores a la C erito 

mientras que para la producción de metabolitos no provenientes del ciclo de los 
ácidos tricarboxílicos, a partir del fosfoenolpiruvato y piruvato, parecen necesi
tarse concent.raciones de oxígeno disuelto inferiores a ]a C erito 

EFECTOS COMBINADOS 

Los efectos de los constituyentes del medio y del oxígeno en el crecimiento 
y formación de producto son complejos y están frecuentemente interrelaciona-
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Fig. 4.1. Efecto de la concent~aci6n de .oxígeno sobre la velocidad de absorción especí
fica de oxigeno (Q02) de un mlcroorgamsmo. 

dos. La observación de que el rendimiento de biomasa de leva?ura a partir de 
azúcar es superior y el de alcohol es inferior en presencia de oXigeno, compara
dos con los 0btenidos en condiciones anaerobias, se conoce como efecto Pas
teur. Sin embargo, a concentraciones de glucosa superiores a los 250-300 mg 
1- t incluso en condiciones aerobias, los enzimas oxidantes del CIclo de los ác~
do; tricarboxl1icos y de los sistemas citocromo son reprimidos por los cata~oll
tos y el rend.imiento de biomasa baja al convertirse la mayor parte del azucar 
en alcohol. En este caso, el menor rendimiento de b.iomasa se debe a la repre
sión por el catabolito. En las fermentaciones industriales destin~das a I~ pro
ducción de metabolitos primarios y secundarios, la sobreproduccIón de blOma
sa reduce el rendimiento del producto. En la producción de metabohtos pnma
rios, si la proporción de substrato convertido en bio~asa es demasiado grande, 
el rendimiento del metabolito es menor. La prodUCCIón de a1gun~s metabolltos 
parece necesitar una fisiologia celular atrofiada . La sobreproducción de bloma
sa impide el comienzo de la producción de metabolltos secu~danos. Las con
centraciones elevadas de biomasa fúngica pueden ser perjudICiales para los pro
cesos de formación de producto que requieran oxígeno, al limitar la velOCIdad 
de transferencia de este elemento. 

FISIO LOGIA y MORFOLOGIA 

Los consti tuyentes del medio pueden influir profundamente en la fisiología 
de los microorganismos y con frecuencia la optimización del proceso de forma-
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1.,(\" dc producto va asociada con formas fisiológicas particulares. En las fer
IIICll laciones optimizadas para la producción de ácido cítrico con Aspergil!L/s 
I/f~l'r. el micelio se encuenlra en forma de pequeños gránulos micelianos duros 
)' lus hifas son anormalmente cortas y achaparradas. Pam la producción de áci
do ilacónico con A. lerreus también es preferible el crecimiento en forma de 
¡·,dllulos. A partir de Rhizopus arrhi"l, lIs se obtiene un mayor rendimiento de 
ácido fumárico si el crecimiento tiene lugar en forma filamentosa; también en 
la producción de penicilina con Prmicil!ium chrysogenum se prefiere en general 
que el crecimiento sea en esta forma. Las velocidades de crecimiento miceliano 
y de asimilación de nutrientes son en general significativamente mayores cuan
do el crecimiento se produce en forma de filamentos en vez de en forma de grá
nulos. Por tanto. para la producción de biomasa se prefieren las condiciones 
del medio que induzcan el crecimiento en forma filamentosa. 

En las cepas de Slreplomyces grisells destinadas a la producción de estrep
tomicina, la fragmentación miceliana y la pérdida de la formación de conidios, 
)' un cambio progresivo hacia morfologías de tipo nocardial, están asociados 
con la degeneración del cultivo y con la capacidad de producir antibióticos. 

Entre las condiciones relacionadas con el medio que han demostrado tener 
innuencia en la morfología se encuentmn la viscosidad, el pH, los cationes di
valentes, los agentes quelantes, los polímeros aniónicos, los agentes tensioacti
vos y la presencia de sólidos. Por ejemplo las hifas del P. chrysogenum se vuel
ven más cortas y gruesas a medida que el pH es más alcalino, y en consecuencia 
form an gránulos; las substancias poliméricas añadidas al medio tienden a cau
sar un crecimiento filamentoso disperso. El carbopol, un pollmero del carboxi
polimetileno, el ácido alginico y la carboximetilcelulosa inducen el crecimiento 
Filamentoso en especies como P. chrysogenurn, A. niger y R. ArrhizL/s. Los ca
tiones divalentes inducen frecuentemente al crecimiento en forma de gránu los, 
y sus efectos pueden contrarrestarse con la adición simultánea de agentes que
lantes o cambiadores iónicos, como por ejemplo polímeros aniónicos. Muchas 
o bservaciones sugieren que los cationes divalentes pueden contribuir a la for
mación de gránulos al interaccionar con grupos aniónicos 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
landa asi la formación de gránulos. A veces se producen interacciones célula
célula entre distintas esporas en una etapa previa a su germinación y que con
ducen a la formación de gránulos, mientras que en otros casos es necesaria la 
presencia de hifas micelianas. Sin duda estas interacciones dependientes de la 
carga se ven inlluidas directamente por los constituyentes iónicos del medio. Tam
bién es de espemr que las condiciones medioambientales, incluyendo el medio, 
que alteren la composición de la superficie de la célula, influyan en su morfolo-
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Tabla 4.1. lllcclO cJcllllUnHuncso en la composición de la pared celular de A. 
niger (calculados ~c8ún los cJatos de Kisser el al., 1980) 

Composición de la pared Deficiencia Suplemento de mangal/eso 
celular (%; de manganeso 

a-Glucano 66.4 59.0 
/l-Glucano 7.0 18.~ 

Quitina 20.0 6.8 
Protelna 2.4 2.9 
Galactomanano } 

3.7 12.6 Galactosamina 
Upidos 0.5 0.5 

gia. Se ha demostrado que la composición de la pared celular de A. niger se 
ve significativamente innuenciada por el manganeso (Thbla 4.1). 

Thmbién se ha demostrado que la presencia de cationes influye en la flocu 
lación de las levaduras, y que los componentes celulares de las levaduras están 
implicados en su entrecruzamiento. El fenómeno de la floculación de las leva
duras es importante en su sedimentación y eliminación en la producción de be
bidas alcohólicas no destiladas. El empleo de cepas de levaduras que floculan 
y sedimentan rápidamente en los procesos de fermentación con tinua para la pro
ducción de alcohol, mediante ferm entadores verticales de flujo ascendente, per
mite que las levadurns sedimenten y se separen de la cerveza incrementando la 
densid ad celular en el fermentador sin el empleo de centrifugas. 

La obtención de algunos productos microbianos está asociada con la for
mación de esporas, mientras que la síntesis de otros resulta inhibida por este 
mismo fenómeno. La esporulación puede regularse modificando el medio de 
cultivo. En general los niveles bajos de nitrógeno en forma compleja inducen 
la formación de espoms, en tanto que las concentraciones elevadas de aminoá
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 ácido glutámico 
la limitación de la cantidad de biotina inhibe la biosíntesis completa del ácido 
oleico por las bacterias productoras y modifica la permeabilidad de la célula 
de forma que el ácido glutámico puede ser excretado al medio. Los antibióticos, 
por ejemplo la penicilina, que inhiben la formación de peptidoglicanos entre
cruzados, dan lugar a la formación de células hinchadas que también excretan 
ácido glutámico al medio. Se ha demostrado que algunos agentes tensoactivos 
aumentan la velocidad de secreción de los enzimas microbianos extracelulares. 
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M/ll l l1 l!1l. PlUMAS UTILlZ/lDAS PARA EL CONTROL DEL PROCESO 

b,tlc las materias primas utilizadas d.irectamente para el control del proce
\(, se cncuentranlos..talllP-ºEes, ácido~y--ªl<;~!!p_a:a el control deLpH,Jos:an
\icspumantes para impedir la f~mación de..espumas y los nUlnenteS que evItan 
problemas tales como la represión por el cataba lito. -

Con/rol del pH 

Con frecuencia se añade fosfato inorgánico en exceso a los procesos de fer
mentación debido a su buena capacidad tamponante en la región de pH com
prendida entre 6,0 y 7,5. Los ácidos orgánicos se pueden utilizar también como 
agentes tamponames para valores de pH inferiores. El medio también puede 
ser tamponado eficazmente frente a la producción de ácido mediante el empleo 
de carbonato cálcico. El pH puede controlarse también con la adición de hidro
xisales, amoniaco líquido o gaseoso y ácidos sulfúrico y clorhídrico. 

El pH del medio se controla con frecuencia de forma indirecta mediante un 
balance equitativo entre las fuentes de carbohidralo y nitrógeno. Los carbohi
dratos contribuyen frecuentemente a reducir el pH debido a la formación de 
ácidos orgánicos, y las sales de amonio producen usualmente condiciones áci
das debido a la liberación del ácido libre durante la asimilación del ión amonio. 
ÚI asimilación del nitrato puede dar lugar a alcalinidad, aunque cuando se añade 
en forma de nitrato amónico se asimila preferencialmente el ión amonio. ÚlS 
fuentes orgánicas de nitrógeno, como las proteínas hidrolizadas, el extracto de 
maíz y los solubles de destilería pueden hacer que el pH evolucione hacia la 
alcalinidad. Al manipular el pH del medio de esta manera hay que tener en cuenta 
los posibles efectos represivos de los constituyentes utilizados sobre la forma
ción de producto. 

Espuma 

La espuma se produce frecuentemente en las fermentaciones debido a la des
naturalización de las proteínas en la interfase gas-líquido. Si no se controla, la 
espuma puede ir ascendiendo hasta ocupar totalmente la cabeía del fermenta
dor y eventualmente puede dar lugar a la evacuación de gran parte del conteni
do del aparato a través de la salida de aire utilizado; además también puede 
causar la eliminación de células del medio. 

Los anliespumantes son agentes tensoactivos que actúan reduciendo la ten
sión superficial de las espumas hasta dispersarlas. Estos compuestos varían en 
su eficacia con las condiciones de fermentación (composición del medio, cepas 
microbianas, etapa del crecimiento, configuración de las vías de aireación y del 
fermentador) y la selección del tipo de antiespumante se basa frecuentemente 
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C~l .Proccdiltllellhl\ dc: CIJ \llyO y ('n O I , Muchos antiespumnntes tienen baja f';olll 

blhdad y !ll"C"I"" un ,opone, como un aceite orgánico o mineral. 
La call1idod de anlie\pulTlante debe ser mínima, puesto que puede afeelar 

la velocidad de transferencia de oxigeno hasta un 50 %. Además, CSIOS produc
tos no debe~ .ser tóx.icos ni peligrosos, deben ser esterilizables por el calor y ba
ratos. Tam bIen pueden utilizarse rompedores mecánicos de espumas como al
ternativa a los agentes antiespurnantes. 

IMPLICACIONES EN EL PROCESADO POSTERIOR 

El diseñ? del medio de fermentación tiene fuertes implicaciones en el proce
sado postenoL El uso de materiales de fermentación brutos puede representar 
un aho:ro en el costo de los nutrientes, pero da lugar a un proceso de recupera
c.lón mas caro y compleJO. El empleo de una elevada proporción de agentes an
uespumantes hace que dichos agemes se recuperen con los sólidos durante la 
pnmera etapa de separación sólido-lfquido, lo que puede dar problemas en el 
procesado de productos asociados con las células. Por tanto, a la hora de selec
cionar las materi,as primas a utilizar en el proceso de fermentación hay que te
ner en cuenta su Impacto económico en la productividad, en la purificación del 
producto y en el tratamiento de desechos. En general, en los procesos en los 
que el costo de fermentación es alto, el costo del medio puede representar una 
proporción ~ubstancial de los costos totales de manufactura, y por tanto es es
peclal~ente necesario utilizar materias primas baratas. En los procesos de fer
memaclón en los que la recuperación del producto es muy costosa se tiende a 
utilizar materias primas más puras para minimizar los problemas de recuperación. 

Medios de fermenlación microbiana 

.. Los compuestos petroquimicos, como hidrocarburos, alcoholes y ácidos, se 
utlh,,:,ron como medios de fermentación cuando el petróleo em barato, aunque 
práctIcamente no se han usado en una extensión significativa. En la actualidad 
las fuentes de carbono y energía más importantes en los procesos de fermenta: 
ción SOn ~aterias primas r.enovables que contienen azúcar y almidón y en me
nOr extenSIón grasas y acelles. Hoy en día compiten con la producción de ali
mentos ~r el almidón y los productos basados en este hidrato de carbono, puesto 
que el deficlt anual actual en los paises en vías de desarrollo es de unas lO' 1m 
de atimemos. La lignocelulosa representa aproximadamente el 50 % de la pro
ducción anual mundial de biomasa, que alcanza las 10" Tm. Por el contrario 
la producción anual de almidón y azúcar es muy inferior, de unas 10' y lO' T~ 
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respectivamente. Por tanto, a mcdio y largo plazo, lo> productos de hldl ólbis 
de la lignocelulosa deberán ser las materias primas más importantes en los pro
cesos de fermentación. 

CARBOH ID RATOS 

El almidón es el carbohidrato más importante utilizado actualmente en los 
procesos de fermentación. Puede emplearse en forma de granos o raíces, ente
ros o molidos, de plantas como el maíz, el arroz, el trigo, las patatas y la man
dioca como almidón purificado, como almidón modíficado o como dextrinas. 
Durante el calentamiento o esterilización de los gránulos el almidón gelifica, 
volviéndose extremadamente viscoso, por lo que usualmente se incluye en el pro
ceso una etapa de hidrólisis enzimática que Iicúe o aclare el almidón, lo que 
puede llevarse a cabo bajo la acción de amilasas provenientes de fuentes micro
bianas o de cereales malteados. La extensión de dicha hidrólisis varía con el pro
ceso de fermentación y depende de factores tales como si la cepa microbiana 
a utilizar produce o no amilasas y de si la síntesis del producto está sujeta a 
represión por el cata bolito. 

La celulosa presen te en la madera está usualmente combinada con la hemi
celulosa y la Iignina en forma de lignocelulosa. La Iignina hace a la celulosa 
resistente al ataque microbiano, y hasta ahora, los métodos químicos yenzimá
ticos que convierten la Iignocelulosa en azúcares fermentables no son económi
camente renlables. Sin embargo, la Iignocelulosa se utiliza de forma limilada 
en las fermentaciones para obtener champiñones y la celulosa refmada se em
plea como substrato para la producción de enzimas celulolíticas_ 

La sacarosa se utiliza en los procesos de fermentación bien en forma crista
lina o en forma bruta como zumos O melazas, subproducto de la manufactura 
de azúcares. Aunque el azúcar contenido en las melazas es obviamente más ba
rato, la composición de este subproducto varía notoriamente con la fuente (ca
ila de azúcar o remolacha), la calidad del cultivo y la naturaleza del proceso 
de refinado del azúcar, causando problemas en la reproducibilidad de la 
fermentación . 

La lactosa se encuentra en el suero de leche a una concentración del 4 al 
5 "lo, por lo que en algunos procesos de producción de alcohol se emplea suero 
entero o desproteinizado como fuenle barata de hidratos de carbono. La baja 
concentración 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 próximos a la factoría de quesos proveedora. 

La glucosa se obtiene usualmente en los medios de fermentación a partir 
de la conversión enzimática directa del almidón. En algunos casos se utiliza glu-
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cosa rclinuuiI , 111 (1\ lU"IO~U. ell forma cristalina o de jarabe para la elaboracl n 
de produclos de lI1ayor valor. 

En los procesos de fermentación se pueden utilizar aceites vcgela l.s como 
el aceite de aja, palma y semillas de algodón como suplemento de los ca rbohi
dratos. El metanol, uno de los substratos de fermentación más baratos, se ulili
za para la producción de proteínas de organismos unicelulares, aunque como 
pueden utilizarlo sólo unas pocas cepas de levaduras y bacterias, su aplicación 
en los procesos de fermentación está limitada. El etanol, que puede ser metabo
lizado por muchos microorganismos como una única fuente de carbono, puede 
ser un material de partida potencial para la producción de otros productos de 
fermentación en el fUlurO. Por ejemplo, el ácido acético se produce usualmente 
por oxidación microbiana del etanol. 

NITROGENO 

Las fuentes más importantes de nitrógeno para la fermentación son el amo
niaco, los nitratos, la urea y el nitrógeno presente en los cereales y raíces y sus 
subproductos. Los aminoácidos purificados se utilizan únicamente en casos muy 
especiales en los procesos de fermentación, usualmente como precursores. Los 
substratos complejos también suministran con frecuencia vitaminas, faclores de 
crecimiento y minerales, de importancia clave en los procesos de fermentación. 

SUBSTRATOS COMPLEJOS 

Los substratos complejos brutos son una fuente barata de carbono, nitróge
no y otros nutrientes para los procesos de fermentación, e incluyen por ejemplo 
tejidos de plantas enteras y una serie de subproductos vegetales, animales y mi
crobianos. En la Tabla 42 se encuentran algunos de los principales substratos 
complejos utilizados en los procesos de fermentación. 

Medios de cultivo de células animales 

Históricamente se incorpora suero fetal de ternera al medio basal de cultivo 
de células de mamífero como una fuenle 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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que el suero retal dc tCrl1ctU e, lu mayol la de las veces aplicable univeT'uhnelllc, 
c\ volumen potencial de Ploducción de los demás sueros es mucho mayor. Mel 
dundo suero fetal con otros suerOS alternativos o suplementando niveles bajo, 
de suero fetal con medios ricos en factores de crecimiento se han conseguido 
uhorros substanciales. Normalmente, el suero representa un 5· \0 "lo del volu
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 "lo. El suero contie
ne diversos factores esenciales para el metabolismo Y proliferación celular, in
duyendo factores de iniciación, proteínas Iigadoras, factores de unión y com
puestos de peso molecular bajo. En la Tabla 4.3 se indican las principales fun
ciones del suero en los medlos de cultivo celular. 

En la Tabla 4.4 se muestra la composición de un medio basal, el conocido 
como BME (medlo basal de Eagle), ampliamente utilizado en el cultivo de célu
las de mamíferos. Los medios basales como el BME, tienen concentraciones re
lativamente elevadas de los nutrientes más comunes Y son ideales para estimu
lar la proliferación. Los medios más oomplejos, por ejemplo el de HAM FlO/ F12, 
lienen un mayor número de nutrientes, aunque las concentraciones de algunos 
.:onsti tuyentes se han reducido para mantener el balance osmótico. Prácticamente 
todos los ingredientes del BME están presentes en los medlos más enriquecidos. 
En la Tabla 4.5 se muestran algunos de los componentes suplementarios pre
sentes en algunos medios más enriquecidos. Las células de los principales ma
mlferos, por ejemplo, de las especies humana, bovina, equina y de algunos pri
mates , proliferan mejor en medios de cultivo basales y su crecimiento puede in
hibirse mediante el empleo de medios mucho más enriquecidos. Para el creci
miento de células de mamíferos secundarios y de líneas celulares inmortales se 
utilizan generalmente medios suplementados con nutrientes intermedios. Los 
medios muy enriquecidos se utilizan normalmente con células que proliferan 
rápidamente. A veces se necesitan medios más complejos que permitan la ex-

Tabla 4_3. Funciones atribuidas al suero en los medios de cultivo 

• • 
Proporciona hormonas y factores de crecimienLO necesarios para la función celular 
Suministra los factores necesarios para la unión al soporte 

• J\ctúa como agente tamponante 
• Se une e inactiva o .secuestra compuestos tóxicos 
• Contiene proteínas ligadoras que estabilizan y/ o transportan nutrientes y hormonas 

a la célula . 
• Suministra nutrientes para el metabolismo de la célula 
• Contiene inhibidores de proteasas 
• Contiene elementos traza (por ejemplo, selenio) 
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presión completa de una función diferenciada. La diferenciación implica usuul
mente el cese de la proliferación. 

El empleo de medios químicamente definidos, o medios sin suero, permite 
a 105 científicos investigar los procesos en cultivos celulares con el mínimo posi
ble de influencias extrañas y facilita el aislamiento y purificación de productos 
provenientes del cultivo de células de mamíferos. 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 mínimos a medios complejos formulados puede substi
tuirse la contribución nutricional del suero. La combinación de factores de cre
cimiento necesarios para el cultivo de células de mamíferos tiende a ser especí
fica de cada célu la. En la Thbla 4.6 se da una lista general de factores de creci
miento que pueden ser probados a la hóra de ccnfeccionar el medio libre de suero. 

Medios de cultivo para el crecimiento de células vegetales 

La mayoría de los medios de cultivo de células vegetales tienen una compo
sición química definida, consistente en una fuente de carbono orgánico, una 
fuente de nitrógeno, sales inorgánicas y reguladores del crecimiento. La fuente 

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

• Factor estimulante de la formación de 
colonias (CSF) 

• Estradiol 
• Factor de crecimiento epidérmico (EGF) 
• Factor de crecimiento de los fibroblas

tos (FGF) 
• Fibronectina 
• Hormona de crecimiento 
• Hemina 
• Hidroconisona 
• Insulina 
• Factor de crecimiento nervioso (NGF) 

FosfoHpidos • 

• Factor de crecimiento derivado de las 
plaquetas (PDGF) 

• Prolactina 
• Prostaglandinas 
• Acido retinoico 
• Selenio 
• Albúmina sérica 
• Somatomedina 
• Factor de crecimiento de las células T 
• Factor de crecimiento transforman te 

(TOF) 
• lfansferrina 
• Triyodotironina 
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de carbono más utilizada es la sacarosa aunque lambién pueden c",ple",," <1t"'s 
mono- y disacáridos, por ejemplo glucosa, fructosa, malLosa y lactosa. I.a fuente 
más importante de nitrógeno en el medio son los nitratos, aunque a veces resul
la beneficiosa la suplementación con sales amónicas. Algunas especies de célu
la, necesitan nitrógeno orgánico en forma de aminoácidos, y la inclusión de rn
Irógcno orgánico tiene frecuentemente un impacto positivo en las primeras eta
pas de iniciación del cultivo. En la mayoría de los cultivos de célu las vegetales 
son necesarias hormonas vegetales, las auxinas, que inducen la división celular, 
y las citoquininas, que actúan como factores de regulación del crecimiento en 
las plantas, y que se utilizan frecuentemente combinadas para promover la divi
sión celular del cultivo. 

Mantenimiento del medio de cnltivo 

El medio para almacenamiento y subcultivo de cepas industriales clave debe 
ser diseñado de forma que se conserven las características necesarias que per
mitan el mantenimiento de un alto grado de viabilidad del cultivo y minimicen 
la variación genética. Por encima de todo, es esencial que el medio conserve 
la capacidad de producción particular por la cual la cepa se utiliza en fermenta
ciones industriales. En general, en el medio de mantenimiento se debe minimi
zar la producción de metabolitos tóxicos por el organismo, que pueden tener 
efectos desestabilizan tes para la cepa. Las cepas que tiendan a ser inestables con 
respecto a las propiedades de producción requeridas deberían 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 diseño del medio 
de conservación. Los catálogos de American 1j1pe Culture Collee/ion son una 
excelente fuente de recetas para los medios de cultivo de mantenimiento. 

Capítulo 5 

Procesado de la corriente 
de salida 

Introducción 

Este capítulo relativo al procesado posterior a la fermentación trata de la 
recuperación y purificación del producto deseado obtenido en el proceso de fer
mentación . El objetivo de los procesos de fermentación industrial es recuperar 
y refinar el producto hasta que alcance unas especificaciones dadas, consiguiendo 
un rendimiento de producto máximo con unos costos de recuperación mínimos. 
La naturaleza del proceso de recuperación está innuenciada por el tipo de fer
mentación, las propiedades físicas y químicas del producto y los subproductos 
o conlaminantes no deseados, la concentración del producto, su localización 
(intra o extracelular), la escala de operación, el tratamiento de los desechos, la 
estabilidad del producto y las especificaciones deseadas. 

Las operaciones de fermentación y recuperación forman parte del proceso 
global, de forma que la naruraleza del proceso de fermentación puede innuir 
de forma significativa en el proceso de recuperación. Por ejemplo, además del 
ahorro en los costos de fermentación o en la mejora del rendimiento consegui
dos con el empleo de medios más complejos hay que tener en cuenta las posi
bles implicaciones en el procesado a la salida del fermenlador. En los productos 
difíciles 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 biológico) pueden Ser más importantes que los rendimientos absolutos del 
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producto; también se debe intentar eliminar o controlar la obtención de ; ub
productos indeseables, difíciles de separar del principal producto de fermenta
";6n, mediante el empleo de cepas seleccionadas, o por modificaciones técnicas 
o por cambios en las condiciones de fermentación. Las variaciones entre cada 
10le en la fermentación, que dan lugar a la producción de ca ldos o lotes de célu
las variables, pueden crear problemas en el procesado posterior. A este respecto 
~on particularmente problemáticas las fermentaciones contaminadas. El tiem
po de recolección es con frecuencia crítico para la estabilidad de las células o 
los productos. 

La concentración de producto en el material de partida representa un factor 
clave en los costos globales de producción. En la Figura 5.1. se ilustra la rela
ción entre la concentración y el precio de venta de un amplio rango de produc
tos, en tanto que en la Figura 5.2 se ve la inOuencia del rendimiento en la etapa 
y del número de etapas en el rendimiento global. Aparte de los significativos 
costes de operación asociados con cada etapa de purificación, la perdida de ren-
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Ag. 5.1. Relación entre la concentración de producto en el material de partida y su 
precio de venta (reproducido con penniso de Dwyer. 1984). 
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miso de Fish and Lilly, 1984). 

dimiemo acumulativo observada en las purificaciones multietapa puede ser subs
tancial, incluso cuando los rendimientos medios de cada etapa sean del 80-90 '70 . 
Por tanto, para una viabilidad económica óptima del proceso, hay que minimi
zar el número de etapas de purificación necesarias para conseguir un producto 
con unas características específicas . 

Determinados procesos de purificación bioquimica necesitan apoyos analí
ticos importantes y algunos materiales biológicos exigen procedimientos de aná
lisis complicados y largos. Estas etapas, que necesitan procesos analíticos im
portantes, deben evitarse siempre que sea posible puesto que los costos pueden 
hacer que la etapa de purificación sea antieconómica. Además, el tiempo con
sumido en el control aumenta el tiempo global del proceso. 

Procesos de separación 

Los productos de los procesos de fermentación incluyen gases, moléculas 
solubles extracelulares secretadas en el caldo de fermentación y sólidos, por ejem
plo células, que contienen moléculas solubles o insolubles intracelulares. Los 
gases, como el dióxido de carbono y el metano, producidos por ejemplo duran
te la producción de alcohol y durante la digestión anaerobia, pueden ser recogi -
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ti '" a I,arlir de l a~ líneas de salida de gases, purificados y comprimido; pura 
uso comercial. En un limitado número de casos, el caldo de fermentación inte
llJaI se ut iliza directamente o después de haber sido evaporado o secado como 
producto final, como OCUrre con algunas fermentaciones en tecnología de ali
mentos y en algunas fermentaciones para la obtención de enzimas con cultivos 
de superficie. En otros casos el producto se recupera del caldo de fermentación 
mediante un proceso de destilación, extracción, absorción o separación con mem
branas. Sin embargo, en la inmensa mayoría de los casos, la primera etapa de 
purificación para los productos extracelulares y solubles o intracelulares, con
siste en la separación de las células y los sólidos del líquido de cultivo. En las 
fermentaciones con cultivos sumergidos esta etapa de separación implica proce
sos como la sedimentación, noculación, centrifugación o filtración. En las fer
mentaciones sobre substratos sólidos ya veces en los caldos de cultivo sumergi
do muy viscosos, la separación sólido-líquido va precedida de una etapa de ex
tracción acuosa. 

Una vez separadas las fases sólida y líquida del caldo de fermentación, cada 
una de las dos fracciones puede procesarse posteriormente o desecharse de una 
forma apropiada . Los sólidos, 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 
químicos o mecánicos. Las células desintegradas pueden procesarse posterior
mente separando una fracción sólida y otra soluble mediante técnicas de sepa
ración sólido-liquido. 

Muchos productos biOlecnológicos son solubles y se encuentran en el líqui
do de cullivo extracelular clarificado o en la fracción soluble intracelular, y pue
den procesarse y purificarse posteriormente mediante técnicas de separación mo
lecu lar que explotan propiedades como el tamaño, la carga, la solubilidad, la 
volatilidad, la afinidad biológica, etc. 

En la Tabla 5.1 se resumen los procesos de destilación, evaporación y seca
do. La destilación se utiliza para recuperar productos de fermentación volátiles, 
como por ejemplo etanol, y para la recuperación y posterior reutilización de 
solventes empleados en otras etapas del procesado posterior a la propia fermen
tación. La evaporación se utiliza para obtener líquidos concentrados como pro
ductos finales o para la preparación de materias primas para el secado poste
rior por atomización o en tambor. Debe tenerse en cuenta la sensibilidad térmi
ca del producto. El secado por atomización produce una evaporación rápida 
y los efectos del enfriamiento por la evaporación, evitan, al menos en las etapas 
iniciales de secado, el sobrecalentamiento, por lo que es un tratamiento térmico 
más suave que el secado en tambor. La liofilización se utiliza para secar mate
riales sensibles al calor, incluyendo células microbianas vivas y proteínas lábiles. 

1,.(t H " ~ I~ J 111 l A t OKKll l'ITP DE SALIDA '1 I 

Tabla S.l. Ejemplo; de procesos de evaporación, destilación y secado 

Proceso 

Evaporación 

Destilación 

Secado 

NOluraleza 
del equipo 

Evaporador tipo tubo 
largo vertical y eva
poradores de pelfcula 
descendente 

Plantas de destilación con
tinuas y discontinuas 

Secado por atomización 

Secado en tambar 

Liofilizador 

Fundamemos de la operación 

El Jíqtrido se evapora al pasar a .m .. !. 
de tubos verticales en contacto COIl 

el vapor de agua 

Evaporación del solvente por calcllla
miento de la solución, separación de 
los componentes vaporizados en fun
ción de su volatilidad, recuperaclóll 
del producto ",Iátil por condensación 

El líquido 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 
evaporación rá.pida 

La solución alimentada lentamente Q 

la superficie de un tambor rotaro
no caliente, se evapora. Los sólidos 
secos se descargan mediante el em
pleo de una hoja rascadora 

El agua se separa del material conge
lado por sublimación 

En la Tabla 5.2 se resumen los procesos empleados para la separación de 
las células y los sólidos de la fase líquida. En los recipientes cuyo contenido no 
se ve sometido a un proceso de mezcla, los sólidos o las células pueden sedi
mentar de forma natural sin manipulaciones químicas. Las cepas seleccionadas 
de levaduras de cervecería sedimentan en el fondo del fermentador al final del 
proceso de fermentación . Los agentes noculantes, que hacen que se agregen las 
células o las part ículas microbianas elevan la velocidad de sedimentación, pues
to que las partículas mayores tienden a sedimentar a una velocidad más alln . 
La sedimentación eficaz de células es particularmente importante en algunos 
procesos de fermentación con reciclado de células, en los que se reutilizan las 
células sedimentadas. Sin embargo, en muchos casos los procesos de floculación
sedimentación consumen demasiado tiempo, retardando la recuperación de pro
ductos inestables y aumentando a su vez el tiempo de fermentación . En Lalcs 
casos se utilizan usualmente técnicas de centrifugación o fi lt ración. 
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Tobla 5.2. r-ermemadores celulares/ procesos de separa.:!On ,¡¡lido liquido 

!'roceso 

Sedimentación 

Floculación 

Centrifugación 
contjnua 

Filtración 
discontinua 

Filtración 
continua 

Naturaleza 
del equipo/ 
aditivos 

Tanque de sedimentación 

Cola, gelatina, ácido 
tánico, iones divalentes, 
compuestos de amonio 
cuaternario, 
floculantes 
sintéticos 

Separador de sólidos 

Separador expulsor 
de sólidos 

Tobera de descarga del 
separador 

Tornillo decantador 

Filtro de placas 
(filtro prensa) 

Filtro rotatorio a vacio 

Fundamentos de la operación 

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

Agregación de las células o las pani
culas por neutralización de cargas 
superficiales iónicas iguales, repul
sivas, o formación de puentes entre 
partículas por floculantes rnultiva· 
lentes 

Retención de sólidos en el recipiente. 
Alimentación de sólidos 0-1 OJo vol. 

Descarga intermitente. Alimentación 
de sólidos 0,01-20'70 vol. 

Descarga continua. Alimentación de 
sólidos 1-30 "lo vol. 

Descarga continua. Alimentación de 
sólidos 5-80 '70 vol. 

Pilas de placas filtrantes, cubiertas con 
pai'lo o tela, dispuestas de tal forma 
que la pasta y el filtrado fluyan des· 
de una placa y la siguiente, res· 
pectivamente 

U pasta se alimenta desde el exterior de 
un muo de tambor. El m,rado es 
arrastrado a lo largo del filtro dentro 
del tambor mediante vacío. La torta. 
de nIt.ración se elimina automática· 
mente mediante una cuchilla 

FiUTación de flujo trasversal Véase Figura 5.7 
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La clcccióu del ctll1l pt> ue ~cnll ifugación depende del tal11Ulio del o"SIIl, h 
010 y del caudal requerido, y en muchos casos hay que co mpen sar la c rienela 
de la separación frenle al caudal. Las cenlrífugas utilizadas en las fermentado 
nes a gran escala con recuperación de sólidos tienen que ser continuas y deben 
disponer de un mecanismo de descarga de sólidos. Por ejemplo las toberas de 
descarga son adecuadas para la recuperación de levaduras y bacterias, aunque 
tienden a atascarse con los micelios fúngicos o con materiales cuyo tamaño de 
partícula sea grande; las centrífugas que expulsan sólidos (Fig. 5.3), con meca
nismos de descarga de sólidos continuos o intermitentes, pueden ulilizarse para 
la recuperación de biomasa bacteriana o miceliana; la centrífuga de tornHfo de
cantador (Fig . 5.4), que es adecuada para eliminar agua de materiales sólidos 
gruesos a concentraciones elevadas de sólidos, ha sido utilizada para la recupe
ración de levaduras y hongos. 

Los filtros de placas (Fig. 5.5) son baratos y versátiles puesto que el área 
superficial puede ajustarse variando el número de placas, aunque no son ade
cuados para la eliminación de grandes cantidades de só lidos de los caldos pues
to que las placas deben desmonlarse para poder proceder a su recuperación. 

SOlidos granulados 

I "'~-'", Puerta del recipiente 

Descarga 
de sólidos 

Fil. 5.3. Centrifuga de descarga de sólidos (reproducido con permiso de Bailey y Ollis, 
1986). 
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Flg, 5.4. Centrifuga decantadora de lomillo (reproducida con permiso de Penwalt Coro 
poration. Sharples-Stokes Division, Pa.). 

Entrada 
de la mezcla 

Cabeza 

Salida del filtrado 

Fil. 5,5, Conjunto de placas y filtros (reproducido con permiso de Blackie and Son 
Limited, Glasgow and London, 1971). 

PROCESA DO DE LA CORRtENT ' DE SAl IDA 

Se utilizan am pliamente como disposilivos de limpieza fin al para cl imillur CIIII 

tidades bajas de sólidos residuales de los caldos de cultivo o de otros liquidm 
Los filtros rotatorios de vacio (Fig. 5,6) se utilizan mucho para cla rificar grall 
des volúmenes de líquido con descarga automática de sólidos. La acumulació lI 
de finos o de suspensiones gelatinosas de bacterias u otras materiales en los Iil 
tros puede hacer más lenta la fillración o incluso llegar a bloquearla, por 10 
que es una práctica común el empleo de auxiliares de filtración que mejoren 
la porosidad de la torta de filtra ción; estos auxiliares pueden incorporarse 31 
mtro en forma de precapa o pueden mezclarse con el caldo de cultivo. La mInI 
ción con flujo tangencial (flujo cruzado) es un método efectivo para la separa· 
ción de células a partir de liquidas en los procesos que están implicados pro· 
duetos 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 filtración viene controlada usual
mente por la resistencia ofrecida por esta capa de células, más que por la de 
la propia membrana. 

En la Thbla 5.3 se resumen los procesos más importantes de disrupción de 
células microbianas, En la mayoría de los casos se utilizan métodos mecánicos 

Salida 

AnUlo de la \lalvula 
automática estaclonarta 

"r-".""no de cinta 
allambor 

Nivel del materIa! 
a lIIuer 

Flg. 5.6. Filtro de vacio rotalorio. Las secciones 1-4 son las filtrantes, las 5·12 son las 
de desaguado; la torta de filtración se descarga en la sección 13 (reproducido con permi 
so de Ametek, [nc.). 



UI01 LCNOLOOIA 0[; 1 A F!:RMI 'N IAI 1"'" 

OP""I~ > e 

PROC'I:.SMl{l 1)1 1 1 /1. '111<1<11 '1" 11 ' Oh MllOA 

Ihblu 5.3. Procesos imporlu.lle, de I uplum celular 

Proceso 

A-let:dnico 
Fuer7.as de cizalla 

C¡zalJa sólida 

Agitación con 
perlas de vidrio 

Qulmica 
Detergentes 

Solventes 

Hidrólisis 
enzimática 

NaturaleZQ 
del equipol 
aditivos 

Homogeneizadores líquidos 
a presión elevada 

J-fomogeneizador a presión 
elevada 

Agitación de las células 
a velocidades elevadas con 
perlas de vidrio 

1\veens, lauril sulfato 
sódico, colato 
de sodio, compues
tos de amonio 
cuaternario 

Acetona, acetato de etilo, 
isopropano! 

Enzimas autoUticos de las 
propias células O enzimas 
líticos aftadidos 

Fundamelllos de la operación 

Paso de las células a presión c!t.ovada a 
través de un orificio diminuto seguido 
por una repentina caída de la presión. 
Thmbién están implicados otros me
canismos distintos al de las fuerzas de 
cizalla 

Extrusión por presión de las células 
congeladas a través de un orificio 
restringido con cristales de hielo Que 
contribuyen al efecto cizalJante 

Desintegración cel ular mediante 
abrasión 

Modi ficación de las lipoproteínas de 
la membrana celuJar con liberación 
de sus constituyentes intracelulares 

Solubilización del materiallipídico de 
la membrana que conduce a la dis4 
rupción celular 

Hidrólisis de los carbohidratos de las 
paredes celulares y constituyentes 
proteicos 

a escala de laboralorio o de planta piloto, en tanto que los mélodos enzimálicos 
y con solventes se utilizan para producciones a gran escala de extraclOS de leva. 
duras. Cuando se quieran recuperar los productos solubles intracelulares para 
ser sometidos a una purificación poslerior deberán utilizarse procesos de dis
rupción celular que minimicen la desintegración y solubilización de la pared de 
la célula y de los componentes de la membrana. 

En la Tabla 5.4 se muestran los procesos para la recuperación de productos 
solubles a partir de caldos de culLivo clarificados y de homogenados celulares. 
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'rubia 5.4. Recuperación de los productos solubles a purtir de lo!> cuido!> clari· 
hcados y de las células homogeneizadas 

Proceso 
Separación por 

!amanos 

Precipitación 

Adsorción 

Naturaleza del equipo/aditivos Fundamentos de la operación 

Concentración mediante El solvente es impulsado por la presión 
ósmosis inversa a través de una membrana con un 

tamai"lo de poro suficientemente pe
quei'lo para retener los solutos 

Ultrafiltraci6n Empleo de membranas con poro gran-
de de forma que los solutos de peso 
molecular bajo sean forzados a atra
vesar la membrana 

Filtración en gel Separación por tamai"lo mediante ge-
les cromatográficos con tamaños de 
JX'lro controlados con gran precisión. 
En una columna, el paso de las mo
léculas más peque~as, que penetran 
en los poros en mayor grado se ve 
retardado, mientras que las molécu
las más grandes son excluidas y elui
das primero 

Adición de compuestos quí- Reacción del precipitante oon el solu-
micos o solventes orgáni- to para producir productos insolu-
cos que reducen la solubi- bies, frecuentemente cristalinos 
lidad del producto El salado de las moléculas cargadas 

Adsorbentes inorgánicos
carbón, óxido de alumi
nio, hidróxido de al umi· 
nio, gel de sflice. Resinas 
macroporosas orgánicas 

Potenc.iamiento de las interacciones 
electrostáticas mediante el empleo 
de solventes orgánicos que reduzcan 
la constante dieléctrica del medio 

Ajuste del pH resultante de la precipi
tación isoeléctrica 

Procesos de floculación 

Unión del so!uto a la fase sólida por 
fuerzas débiles de Van der Waals y 
posiblemente también mediante in
teracción iónica 

Absorción por ¡nter- Polimeros orgánicos que Cambio reversible de iones entre las fa
ses liquida y sólida, por ejemplo 
Resina·COO - Na + + Soluto • 
Resina-COO - Soluto + + NaOH 

cambio jónico conüenen grupos reactivos 
con propiedades de cam· 
biadores catiónicos o anió
rucos 

Extracción Uqui~ 
do·Hquido 

Extracción con solventes Extracción de tul medio acuoso con un 
solvente orgánico inmiscibJe; el so
luto es más soluble en el solvente or
gánico que en la fase acuosa 
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La ósmosis invt r~u y la ultrafiltraclón se utilizan extensamente para separar pro 
leínas, enzimas y hormonas a partir de solutos de peso molecular bajo (Fig. 
5.8) Y dializar los y concentrarlos. Los problemas de polarización por concen 
lración, por la que se produce un incremento de la concentración de SOIUlO en 
la zona adyacente a la mem brana, existentes en los sistemas de membrana con· 
vencionales, se reducen en los sistemas de filtración de flujo cruzado. En la fil
tración de flujo cruzado el movimiento del fluido, paralelo a la superficie del 

(.) 

(b) 

lel 

• • 
• 

• • 
• 

• • 
• 

• • 
• 

• ••• ••• 

FI¡. 5.8. Separación (al, diálisis (bl y concentración (e) de proteínas mediante 
ultraftltración. 
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filtro, elimina continuamente el soluto acumulado. Los sislemas de membrana 
lípicos consisten en fibras huecas o en apilamientos de hojas con una configu
ración de cartucho o de conjunto de placas (Fig. 5.9). 

Los solventes orgánicos se utilizan ampliamente en la industria para precipi
ta r proteínas y polisacáridos y para extraer antibióticos a partir de caldos de 
cultivo u homogcnados celulares clarificados. Existen otros muchos procesos 
de separación que modifican la solubilidad del producto. Las técnicas de adsor
ción están limitadas por el numero de centros de unión a la resina y tienden 
a utilizarse para ligar volúmenes pequenos, con productos de alto valor o para 
eliminar pigmentos o impurezas de los sol utas. 

Para aislar péptidos o proteínas específicas a partir de una mezcla de pépti
dos o proteínas relacionadas dentro de las células y a veces también delUquido 
extracelular, se necesitan a veces técnicas más sofislicadas. Esto es lo que ocu
rre cuando la aplicación del producto, por ejemplo en diagnóstico o terapéuti
cas, exige un nivel de pureza extremadamente elevado. Mientras que los costos 
de recuperación de los antibióticos representan entre el 40 "lo y el 60 "lo de los 
costos de producción, el costo del procesado post-fermentación representa del 
80-90 "lo de los costos de los productos obtenidos con tecnologías de DNA re
combinante. Entre los ejemplos de las potentes técnicas preparativas desarrolla
das recientemente están la cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC),la elec
troforesis y la cromatografía con inmunoabsorbentes. 

Con la HPLC los productos se separan rápidamente con un alto grado de 
pureza y con poca o ninguna pérdida en el rendimiento. Inicialmente fue desa
rrollada como una técnica analítica, e implica el empleo de partículas porosas 
usualmente polares, muy rígidas, como fase estacionaria y solventes relativa
mente no polares como fase móvil. La separación se efectua aprovechando las 
pequenas diferencias existentes en la polaridad de las moléculas. Thmbién 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 tamailo 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 cromalografía con inmunoabsorbentes, en la que las proteí
nas y otras moléculas pueden unirse específicamente a anticuerpos monoclona
les inmovilizados, también es potencialmente útil para el aislamiento de pro
ductos de alto valor con rendimientos elevados y en forma purificada. Los anti
cuerpos monodonales pueden utilizarse en los sistemas de HPLC para permitir 
separaciones a alta velocidad basadas en los fundamentos de la afinidad bioló
gica. La purificación de anticuerpos monoclonales a partir de fluidos ascíticos 
o de células en suspensión puede verse dificultada por la presencia de globulinas 
no específicas, introducidas en el producto por el ratón huésped o en el medio 
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SUPERFICIE DE LA M'MBRANA 

SOLVENTES Y 
M ICROSOLUTOS 

{} MPCROSOLUros RETENIDOS 

CARTUCHO DE FIBRA HUECA 

FILTRO DE PLACAS 

CARTUCHO ESPIRAL 

MEMBRANA 

LAMINA 
SEPARADORA 

SOLVENTES V 
M ICROSOLUTOS 

MACRQSOLUlOS 
• • RETENIDOS 

o 

MEMBRANA 

SOLVENTES V 
MICROSOLUroS 

LAMINA SEPARADORA 

Fla. 5.9. Membranas utilizadas en la filtración en flujo cruzado (reproducidas con per
miso de Thtunjian, 1985). 
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de cultivo suplementado con suero. El anticuerpo monoclonal puede purilicar
le de forma eficaz mediante cromatografía de afinidad específica con el antlge
no, en la que el antlgeno está inmovilizado a una fase estacionaria adecuada . 

tJ:jemplo de procesos de recuperación 

METABOLlTOS NO VOLATILES 

En la Figura 5.10 se reSumen los procesos de recuperación de un cierto nú
mero de metabolitos no volátiles. Todos estos procesos implican la separación 
inicial sólido-liquido del caldo de fermentación integral. Sin embargo, la ribo
flavina, el ácido itacónico y el lactato de calcio se solubilizan primeramente me
diante tratamiento térmico o ajuste del pH . Con excepción de los ácidos glucó
nico y láctico, comercializados en forma de concentrados Iiquidos, los produc
tos se recuperan en forma de polvo, habiendo pasado previamente por etapas 
finales de cristalización y secado, precedidas a veces directamente por la de eva
poración. Las etapas de purilicación intermedias varían con las propiedades del 
producto. Por ejemplo, la recuperación de la penicilina y de los esteroides im
plica operaciones de extracción. En la etapa de extracción liquido-liquido se apro
vecha la elevada solubilidad de las formas ácidas de la penicilinas G y V en los 
solventes orgánicos, por ejemplo en los acetatos de amilo y butiJo_ A causa de 
su baja solubilidad en los solventes acuosos, los esteroides están asociados pre
dominantemente a la fracción de sólidos de la célula después del proceso de 
separación sólido-líquido, de forma que la recuperación se lleva a cabo median
te un proceso de extracción sólido-liquido utilizando un solvente orgánico co
mo la acetona. Después el extracto se concentra y extrae con un segundo sol
vente con objeto de cristalizar el esteroide. El intercambio iónico es la principal 
etapa de purificación utilizada en la recuperación de estreptomicina, aminoáci
dos y cefalosporina, precedida en el último caso por una etapa de adsorción 
en carbón activo. Esta técnica también se utiliza para producir ácido glucónico 
a partir de gluconato sódico. Para recuperar la riboflavina y el citrato de caldos 
de cultivo clarificados se puede emplear una etapa de precipitación con un agente 
reductor y cal, respectivamente, aprovechándose 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 ácido clorhídrico al 10 "lo . Las sales cálcicas del ci
trato y también de lactato se acidifican con ácido sulfúrico, dando lugar a una 
solución acuosa de los ácidos y a un precipitado de CaSO. como subproducto 
(yeso), que se separa. La solubilidad de ácido itacónico en agua, de aproxima-

PIUI I ;~A I X IIH ' t 1\ ('OHRtEN1E DE SALIDA 

Producto do 18 ESle· EliUop· Amlno- Cefalos· Acldo Acldo 
fermentación Penicilina roldes tomlclrla áCIdOS porlnas Rlbollavina cltneo ¡lacónico 

Efapa de proceso 

Solubltlzacl6n 
del producto 

Separación 

Gtuconoto 
00 SOdiO 

sólido-liquido L-,-..,.--'--.. --r----,--..,...--... ----r----.-~ 

Evaporacl6n 

Extraccl6n 
sólldo-Uquldo 

Extracción 
liquidO-l Iquido L.;r---,-.J 

PrecipitaCión 

Adsorcl6n 

Acldil1eaelón 

Separación 
SÓlido-liquido 

Intercambio 
i6nlco 

Evaporaci6n 

Cristallzaclón 

Secado 

ProducfO Penicilina Esteroldes Estrep- Amlno- Cefalos- Rlbollavlna Acldo Acido Gluconato AcldO ~ 
final lomlclna ácidos porlna cltrlco ¡tacónk:O de sod io gluoonlco Id~ 

a150 %81, 

na. S.IO. Proceso seguido con diversos metabolitos microbianos no volátiles. 
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dal11cme 7 kg m -, a 20 oC y 60 Kg m - , a 80 oC, facilita su eristalitaci t1 diree
la u partir de caldos de cultivo clarificados. Los procesos de refinado adiciona
les incluyen etapas de recristalización, también incorporadas en algunos de es
loS procesos, para incrementar la pureza del producto. 

BIOMASA. POllSACARIDOS y ENZIMAS EXTRACELULARES 

En la Figura 5.11 se muestran algunos ejemplos de procesos de recuperación 
de biomasa microbiana y de polisacáridos y enzimas extracelulares. Previamen
te a la etapa de separación inicial só lido-liquido, los enzimas extracelulares de 
la superficie del cultivo se extraen con agua (los caldos de polisacáridos visco
sos necesitan a veces ser sometidos a un proceso de dilución) y el gas se elimina 
de la biomasa fúngica mediante separación con ciclones. Esta se recupera me
diante filtración en vacio una vez que el micelio se ha mezclado con otros ingre
dientes para dar una gran variedad de productos texturizados. Las bacterias y 
las levaduras se recuperan por Ooculación o centrifugación, con el consiguiente 
desaguado en centrífugas de decantación o con otros equipos. Con las levadu
ras, los procesos de extrusión y secado deben diseñarse de forma que éstas re
tengan una viabilidad óptima. El extracto de levadura se obtiene a partir de pasta 
de células de levadura usualmente por procedimientos de autOlisis, de forma que, 
una vez libre de sólidos celulares, el extracto se evapora o se seca. Las proteínas 
insolubles de bacterias se preparan mediante secado de los sólidos del fermen
tador hasta producir polvo, gránulos u otras formas de presentación. Los enzi
mas extracelulares se recuperan en forma de concentrados libres de células para 
ser usados como producto final o se precipitan mediante solventes orgánicos 
para obtener enzimas en polvo. Las preparaciones de enzimas sólidos que no 
generan polvo en su manejo se preparan mezclando enzimas en polvo o líqui
dos con agentes de unión, granulado o encapsulado. Los polisacáridos también 
se recuperan mediante precipitación con solventes orgánicos. 

OTROS PRODUCTOS 

Los procesos de purificación de proteínas y péptidos intracelulares depen
den mucho de las propiedades de la molécula y de su concentración dentro de 
la célula. Con los enzimas intracelulares la secuencia común de purificación in
cluye las etapas de extracción, eliminación de ácidos nucleicos y precipitación, 
seguida de una o más etapas cromatográficas. El proceso de purificación más 
convencional tiende a incorporar etapas de separación sólido-líquido para la re
cogida de células, eliminación de desechos celulares y separación del precipita-
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Fig. 5. 11 . Proceso de recuperación de biomasa microbiana, y polisacáridos y enzimas 
extraceluJares. 
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H ' KM ENTACION FERMENTACION FEKM liNIAC ION 

I I I 
COSliCHADO COSECHADO COSECHADO 

I I I 
IIX'I RACCION EXTRACCION EXTRACCION 

I I I 
SIiPARACION REPARTO FILTRACION CON 
SOLIDO/ LIQUIDO LlQUI DO/ LIQUIDO FLUJO ENTRECRUZADO 

I I I 
PRECIPITACION SEPARACION PRECIPITACION 
DE LA PROTEINA LIQUIDO/ LIQUIDO DE LA PROTEINA 

I I I 
SEPARACION REPARTO ULTRAFlLTRACION 
SOUDO/ LlQUIDO LIQUIDO/ LIQUIDO 

I I I 
CROM,.;r()G RAFIA SEPARACION CROMATOGRAFIA 

I 
LIQUIDO/ LIQUIDO 

I I 
CONCENTRACION CONCENTRACION CONCENTRACION 

1 1 J 
PRODUCTO PRODUCTO PRODUCTO 
PRarEICO PROTEICO PROTEICO 

(a l ( " I (c) 

}la_ 5.12. Secuencias de purificación alternativas para la recuperación de proteínas y 
péptidos intracelulares (reproducido con permiso de Fish y Lilly, 1984). 

do (Fig. 5.12). Una vía allemativa incluye etapas de extracción lfquido-Iíquido 
en lugar de las de separación sólido-líquido y un tercer sistema emplea técnicas 
de membrana para la separación sólido-líquido y purificación de proteínas. En 
la Figura 5.13 se muestran tres procesos de recuperación utilizados en el aisla
miento de proteínas humanas sintetizadas por E. coli recombinante, yen la Fi
gura 5.14 se muestra el proceso de recuperación de largomicina F-Il, una ero
moproteína utilizada como anlibiótico antitumoral, producido por Srrepromy
Ces pluricolorescens MCRlr0367, a partir del filtrado del caldo de fermema
ción y del micelio. 

En los Capítulos 6 al 11 se mostrarán otros ejemplos de procesos de 
recuperación. 

PROl IS AIX) 1)) l A ( IHtKII NT~ DE SALIDA 10') 

A 8 e 

Insulina humana (1979) Hormona del creclmlenlo ¡ 
humana (1981) 

Interferon de leUCOCltOs ¡ 
humanos (1981) 

+ 1 ¡ 
ElIlracclón del E. coO J 

·,tKJlanle ruptura mecánica 
ExHacci6n de E. coli 

mediante ruptura mecánica 
Extracción de E. eoll 
por ruptura mecánica 

¡ ~ ¡ 
Extraoclón del sedimento PrecipitaCión con Precipitación con 
de centnfugaclón con un pollelilenelmlna pollellleneimlna 

agente caolróplco 
(GuHCI) 

+ i 
~ Precipitación del 

sobrenadanle con 
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Fig. 5.13. Proceso de recuperación para el aislamiento de proteínas recombinantes hu
manas a parlir de Escherichia coli (reproducido con permiso de McGregor, 1983). 
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Capítulo 6 

Producción de biomasa 

Introducción 

Este capítulo trata de los procesos de fermentación implicados en los que 
las células microbianas son el producto final más importante. Las células mi
crobianas oblenidas se utilizan principalmente como fuente de proteínas para 
alimentación animal o humana (protefnas de organismos unicelulares, SCP), 
o como inóculo comercial en las fermentaciones de la industria de elaboración 
de alimentos y en agricultura, tratamientos de desecho y otras aplicaciones. Co
mo mercancía, las proteínas de organismos unicelulares deben ser competitivas 
con las proteínas vegetales y animales comerciales en precio y en valor nutritivo 
y deben cumplir las exigencias de seguridad de los alimentos destinados a la 
alimentación humana o animal. Los principales factores que influyen en la eco
nomía de la producción de proteínas de organismos unicelulares son la produc
tividad, el rendimiento y el precio de venta. Los inóculos microbianos, utiliza
dos como auxiliares tecnológicos, tienen en general un valor más elevado. En 
este caso, el objeto del proceso de producción se basa en la optimización del 
rendimiento de células viables con una actividad biológica definida y con bue
nas características de supervivencia. Estos dos principales tipos de producto se 
van a considerar separadamente después. Las levaduras Saccharomyces cerevi
siae se elasi fkan fundamentalmente como inóculos microbianos, aunque las le
vaduras de panadería o las de cervecería secas inactivas también se utilizan co-
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mo fuente dietética de vilaminas y minerales traLl!, aunque a partir de eUas 
se obtienen cantidades conside¡ables de extracto de levadura utiliLl!da como fuen
te de aromas y de vi taminas . \ 

Producción de proteínas de organismos unicelulares 

SUBSTRATOS 

Los principales substratos utilizados en la producción de proteínas de orga
nismos unicelulares son los aleanos, los alcoholes y los carbohidratos. 

La Candida milis se obtuvo como suplemento proteico mediante fermenta
ción 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 número de compañías 
en USA y una en Finlandia produjeron Candida como levadura forrajera en 
caldos de sulfito utilizando el fermentador Waldhol abierto alemán. Sin em
bargo, debido a la superabundacia de las proteínas vegetales, estos procesos han 
llegado a ser antieconómicos. Más recientemente, en 1974 una compañía fin
landesa desarrolló un proceso para la producción de proteínas de organismos 
unicelulares fúngicos para alimentación animal, el proceso Pekilo, haciendo crecer 
Paecilomyces varioO utilizando como substrato caldos de sulfito. En 1982 se 
completó una segunda planta. 

La cel ulosa proveniente de fuentes nat urales y de restos de madera es un ma
terial de partida atractivo para la producción de proteínas de organismos unice
lulares debido a su abundancia. En la madera, la asociación de la celulosa con 
la lignina hace que usualmente ésta sea bastante resistente a la degradación mi
crobiana, por lo que frecuentemente se necesita un pretratamiento térmico o 
químico combinado con la hidrólisis enzimática. Los sistemas que utilizan or
ganismos celulolíticos parecen ser prometedores, aunque todavía no se ha lo
grado su viabilidad económica. 

El suero de leche entera o el desproteinizado son una fuente de carbohidra
tos que crean problemas de eliminación. Los principales problemas que plantea 
la producción de proteínas 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), lo que hace que su transporte sea prohibiti
vo. Aunque la mayoría de los organismos no utilizan lactosa como fuente de 
carbono, las levaduras Kluyveromyces fragilis crecen fácilmente en este carbo
hidrato por lo que se han construido plantas de fermentación destinadas a la 
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producción de proteínas de organi smos unicelulares para alimentación hUm:U11I 
o animal utilizando este microorganismo. Algunas de estas plantas han ,ido di 
señadas para producir tanto proteínas de organismos unicelulares como elUl1ol , 
en función de la demanda del mercado. 

El proceso Symba diseñado en Suecia para producir proteínas de organi\ 
mas unicelulares a partir de almidón de patata utiliza dos cepas de levadura,. 
Los Saccharomycopsis fibuligera producen los enzimas necesarios para la de
gradación del almidón y permiten el ca-crecimiento de Candida utilis. El proce
so de producción, destinado a la producción de alimentos para animales, fue 
diseñado 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 producción de proteínas de organismos unicelulares fún
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 añadido entre los que 
se incluían sucedáneos de la carne para consumo humano. 

El proceso original de fermentación de alcanos para la producción de pro
teínas de organismos unicelulares, desarrollado por BP en su refineria de La
verna, Francia, utilizaba el 10-20 "lo 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 extracción exhaustivo para eliminar de las levaduras el olor 
a gas-oil y los posibles carcinógenos. Thmbién existía una cierta tendencia a 1:1 
contaminación 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-oi! bruto y de condiciones de no asepsia fue
ron tenidas en cuenta por ltalproteine, una «joint venture» entre BP y ANIC. 
El proceso empleaba n-parafinas purificadas que eran utilizadas completanlen
te por las células, simplificando la recuperación de las proteínas de organismos 
unicelulares. Sin embargo, la planta, de 100.000 Tm /año de capacidad, cons
truida a tal efecto en Cerdeña en 1976, nunca fue autorizada a operar comer
cialmente. Las compañías japonesas Dainippon y Kanegufuchi, que trabajaban 
en líneas similares a la de ltalproteine, fueron ganando espacio en Japón al ser 
sus productos aceptados para la alimentación animal, aunque la decisión ini
cial fue revocada a causa de una fuerte campaña 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/ año de capacidad, que no fue autorizada, al igual que la planta de Cerde
ña. Se ha indicado que en Rumanía existe una planta, diseñada por Dainippon, 
que emplea Candida pichia. 
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El metano fue considerado inicialmcnlc como I11l1tClla prllllll p:ll t1 la pro
ducción de proteínas de organismos unicelulares ya que. ,1 ~er un gn,. los pro
blemas de purificación después de la fermentación eran mini mas. Las desventa
jas asociadas con los procesos basados en el metano están relacionadas con los 
mayores requerimientos de oxígeno necesarios para oxidar totalmente el meta
no comparado con las parafinas, la baja solubilidad del metano en el agua y 
el hecho de que la planta de fermentación debe estar construIda ~ prueba de 
fuego, puesto que la mezcla metano-oxígeno es altamente explOSIva. Sm en;
bargo, el metano se transforma fácilmente en metanol, Que necesIta menos ~XI
geno y menos enfriamiento en el fermentador, es muy soluble en agua y tIene 
unos riesgos de explosión mínimos. La lCI, que manufacLU:a metanol e~ gran
des cantidades, ha escogido este substrato para la prodUCCIón de prot~U1as de 
organismos unicelulares destinadas a alimentación animal. La compañIa ha d¡
señado un fermentador con presurizaci6n no mecánica que uuhza alTe tanto 
para la agitación como para la aireación en el fermentador aséptico aerobio sim
ple más grande del mundo, de 3.000 mJ de capacidad. El proceso, capaz de pro
ducir 50-60.000 Tm/año de proteinas de organismos unicelulares con Melhylo
phi/us melhylotrophus, estuvo en funcionamiento en 1979-80, aunque fue vícti
ma del dramático incremento del precio del metano\. Las d¡flcultades económI
cas de ICI con el proceso destinado a la alimentación animal y las mayores es
peranzas comerciales del proceso Fusarium RHM condujeron a un,a «Jomt ven
ture» entre estas compañías en 1983 con objeto de producIr protemas de. orga
nismos unicelulares a partir de Fusarium en la gran planta de fermentacIón de 
lC\. El etanol, cuyas ventajas como substrato son similares a las del m~tanol, 
fue utilizado como substrato por Pure Culture Products para la prodUCCIón de 
proteínas de calidad alimentaria a partir de etanol de grado alimentario utili
zando Candida uli/is en 1975. Asimismo, la rentabilidad del proceso se resm!.tó 
también como resultado del incremento de los costos del etano\. 

RENTABILIDAD DE LA PRDDUCCION DE PROfEINAS DE ORGANISMOS UNICELULARES 

La filosofía inicial de compañías como BP e ICI para la producción de pro
teínas de organismos unicelulares era la de obtener, a bajo costo, proteínas de 
alto valor a partir del petróleo, para ser añadidas a los alimentos industriales, 
como substitutos de los aditivos proteicos importados, por ejemplo la harma m
tegral de soja. Los factores que contribuyeron a la caída de las proteínas de .or
ganismos unicelulares derivadas de hidrocarburos y que tuvIeron u.n mayor Im
pacto comercial fueron, en 1973, el dramático incremento del precLO del crudo, 
que elevó los costos de energía y de materia prima, el incremento paralelo en 
los costoS de producción de las plantas y el menor incremento de precIos expen-
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mentado por lo; produclO' tI!¡I (co ltl ', po,' ejemplo la soja, con respeclo ti los 
industriales. Si se tiene en cucma que los precios de) crudo se incrementnroll 
en un factor de seis en 1973 y que el costo del substrato para el proceso de obten
ción de proteínas de organismos uniceluJares representa del 40 al 60 07. de lo; 
costos totales de fabricación, se puede comprender el impacto negativo so bre 
los procesos de producción de estas proteínas a partir de hidrocarburos. La agri
cultura, principal competidor de proteínas de organismos unicelulares para la 
alimentación animal, tiene una gran capacidad para responder a las demandas 
del mercado manteniendo la estabilidad de los precios. Además de los cultivos 
convencionales destinados a la alimentación animal, como por ejemplo la soja, 
otros productos ricos en proteínas como los cacahuetes, semillas de colza, semi
llas de algodón y habas aladas van ganando una parte de este mercado mientras 
que la expansión de la producción de gasohol a partir de maíz ha suministrado 
nuevas fuentes de subproductos destinados a la alimentación animal. En conse
cuencia, la rentabilidad de las proteínas de organismos unicelulares destinadas 
a la alimentación animal no es excesivamente atractiva por lo que se están 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 alimentación humana. En particular RHM aprovechó la ventaja de 
los componentes fibrosos de los hongos para producir sucedáneos de carne de 
alto valor añadido con un alto porcentaje de fibra y un 50 07. de proteínas, ade
más de otras ventajas apreciables, como su bajo contenido en sodio yen grasa. 

Los principales factores económicos que influyen en la producción de pro
teínas 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 producción de proteínas de organismos unicelulares utilizando di
versas combinaciones organismo/ substrato. El peso seco de células y los facto
res de dilución 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 está limita
da frecuentemente por las velocidades de transferencia de oxígeno y por la efi
cacia en el enfriamiento del fermentador debido al metabolismo exotérmico 
los valores más normales están comprendidos entre 3 y 5 Kg m - 'h -', Com~ 
el costo del substrato representa una gran proporción del costo de fabricación 
de la mayoría de los productos de proteínas 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 formación de subproductos sea mínima. 

ELECCION DEL MICROORGANISMO 

Los criterios clave utilizados para la elección de cepas destinadas a la pro
ducción de proteínas de organismos unicelulares son los siguientes: 
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(1) Los substratos necesarios como fuente de carbono, energía y nitrógeno 
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 aireación y riesgos de formación de espumas. 
(5) Morfología del crecimiento en el fermemador. 
(6) Seguridad y no patogenicidad, ausencia de productos tóxicos. 
(7) Facilidad de recuperación de las proteínas de organismos unicelulares. 
(8) Composición proteica, con tenido de RNA y valor nutricional del 

producto. 
(9) Propiedades estructurales del producto final. 

En general, los hongos tienen la capacidad de degradar un amplio rango 
de productos vegetales complejos, particularmente los polisacáridos de las plan
tas, y toleran pHs bajos, contribuyendo a reducir las infecciones en el fermenta
dor. El crecimiento de los hongos en forma de filamemos Carlos altamente ra
mificados en vez de como gránulos es esencial a la hora de optimizar la veloci
dad de crecimiento; sin embargo, esta morfología filamentosa produce caldos 
de fermentación reológicamente más complejos, que son difici les de airear. 

Generalmente, las bacterias crecen a velocidades más rápidas que los hon
gos ya mayores temperaturas, por lo que reducen las exigencias de enfriamien
to del fermentador. Las fermentaciones con bacterias y levaduras son mucho 
más fáciles de airear, pero al contrario que los hongos, que se recuperan fácil
mente por filtración, las bacterias y las levaduras requieren el uso de técnicas 
de sedimentación, incluyendo la centrifugación. 

Usualmente los productos bacterianos tienen una composición proteica más 
favorable que las levaduras o los hongos. El conten ido proteico de las bacterias 
está comprendido entre el 60 y el 65 '70, mientras que el de los hongos utilizados 
para la producción de biomasa y el de las levaduras está comprendido entre el 
33 y 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 producción de proteínas de organis
mos unicelulares deben ser seguros y aptos para consumo alimentario; no de
ben ser patógenos y tampoco formar toxinas, deben ser estables genéticamente 
de forma que se mantengan las cepas con características fisiológicas y bioquí
micas óptimas durante el proceso a través de cientos de generaciones. Además, 
las instituciones responsables consideran que la degeneración de las cepas pue
de desembocar en la producción de una cepa con características nutricionales 
indeseables. 
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DISEÑO DEL FERMENTADOR 

La economía dicta que la producción debe realizarse en el mínimo número 
de fermentadores a gran escala, Un parámetro clave que influye en la consecu
ción de una productividad de biomasa elevada en operaciones a gran escala es 
la elevada velocidad de transferencia de oxígeno, que fomenta velocidades de 
respiración altas, lo que a su vez incrementa la producción de calor metabólico 
y la necesidad de un sistema de refrigeración eficaz, Suponiendo un balance 
de masa del organismo productor de biomasa de: 

e.HI,O. + O, + NPKMgS-Biomasa + CO, + H,O 
(2,0) (0,7) (0,1) (1,0) (1,1) (0,7) 

y un desprendimiento de calor de 3 a 4 Kcal g - I de masa celular, una producti
vidad de masa celular de 4 kg m - , h - I necesita una velocidad de transferencia 
de oxígeno (OTR) de 2,8 Kg m - 3 h - I y desprende un calor de 14.000 Kcal m' 
h - l. Con objeto de maximizar la productividad de la fermentación 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 
producción de organismos unicelulares. Los biorreactores agitados mecánica
mente con deflectores (Fig. 6.la) con mezcladores de turbina y con alimenta· 
ción 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 Cerdeña. Los sistemas de turbina convenciona
les no son muy satisfactorios para los fermentadores muy grandes, y un cierto 
número de procesos de producción de proteínas de organismos unicelulares a 
gran escala utilizan recipientes agitados con aire. Con el gas-oil, la BP utiliza 
un diseño con tubo de retomo agitado por aire (Fig. 6.1b), en el que se optimizó 
la relación 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, diseñado por Kane· 
gufuchi, en el que el medio de fermentación 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.lc). 

El fermentador piloto ICI con presurización utilizado en la producción de 
pralelnas de organismos unicelulares a partir de metanol, es asimismo, una com
binaciÓn 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 explosión del gas (Fig. 6.ld). El fermentador de producción en cambio 
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Flg. 6.1. Fermentadores utilizados en la producción de protelnas de organismos unice
lu lares . Véase el texto para más detalle. 

no tiene el tubo de retorno externo (Fig. 6.1e), y está equipado con un difusor 
de aire complejo que contiene 3.000 salidas, lo que facilita la aireación, la agita
ción y la distribución eficaz del metanol, que se utiliza como substrato y que 
es tóxico a concentraciones elevadas. 

Los fermentadores agitados por aire pueden utilizarse para el crecimiento 
en forma de gránulos de los hongos, pero únicamente son apropiados para la 
producción de proteínas de organismos unicelulares fúngicos 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 pseudoplásticas elevadas y dan lugar a una transferencia de 
oxígeno ineficaz. Los gránulos también son ineficaces en la transferencia inter
na de oxígeno. Además, existe una relación compleja entre la fuerza de cizalla 
y la morfología celular. Las velocidades de cizalla bajas inducen micelios .no 
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ramificados largos, y tienen pocos puntos de desarroll o y velocidades de creci· 
mie'1lO bajas. Para optimizar la transferencia de masa en las fermentaciones de 
biomasa fúngica con Fusarium graminearum se diseñó un fermentador, que se· 
para estas funciones, con dos agitadores con ejes separados que funcionan a 
sus respectivas velocidades óptimas (Fig. 6.1f) como consecuencia de la puesta 
en marcha de una «joint venture» entre RHM e ICI. El fermentador piloto para 
la producción de proteínas 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 
producción de lel. No obstante, las perspectivas para este proceso son optimistas. 

CALIDAD y SEGURIDAD DEL PRDDUCTO 

Las proteínas de organismos unicel ulares tienen aplicaciones potenciales en 
la alimentación anima] y humana y como concentrados proteicos funcionales, 
por lo que sus características nutricionales son importantes en el caso de ser 
utilizados como alimento, siendo además relevantes en todas estas aplicaciones 
las consideraciones acerca de su seguridad . En la Tabla 6.2 se muestra la como 
posición global de preparaciones de proteínas de organismos unicelulares 
seleccionadas. 

Al comparar la composición en aminoácidos de las proteínas de organismos 
unicelulares con la proteína de referencia de la FAO, puede verse que algunas 
preparaciones bacterianas tienen un perfil de aminoácidos, incluyendo el con
tenido de melionina, comparable favorablemente con los de la FAO. Las proteí· 
nas de levaduras, hongos y semillas de soja tienden a ser deficientes en metioni· 
na. El valor nutritivo de las protelnas de organismos unicelulares puede deter· 
minarse mediante est udios de alimentación de animales. Los métodos de eva· 
luación se basan en la determinación del coeficiente de digestibilidad, utiliza· 
ción proteica neta (NPU), balance de nitrógeno y eficacia proteica (PER). 

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

La ingestión humana de RNA a partir de alimentos no convencionales debe 
estar limitada a dos onzas por día. La ingestión de derivados de las purinas, 
provenientes de la ruptura del RNA, conducen al incremento de los niveles de 
ácido úrico del plasma, lo que puede ocasionar trastornos metabólicos en el hom
bre y algunos primates, como por ejemplo la gota y la formación de cálculos 
en el riñón . El contenido alto de ácidos nucleicos no causa problemas a la ma· 
yoría de los animales, puesto que el ácido úrico se transforma en alantolna, que 
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., excreta fácilmente en la orln" . Por consiguiente, cuando la biom>lsa esté de, 
I lIJuua al consumo animal no es necesaria la eliminación de ácidos nuclei co~, 

pCIU cuando se deslina al consumo humano, este proceso es esenci al. En el p" 
"do se recomendaban los tratamientos con álcali, pero éstos dan lugar a la pro· 

ducción de Iisinoalanina, un factor nefrotóxico. Los métodos más reciel1les se 
bn\tlll en mantener la temperatura a unos 64 oC) con lo que se inactivan las pro
Ir lllas fúngicas permitiendo a las RNAasas endógenas hidrolizar el RNA libe
IIJl1do nucleótidos a partir de las células o los caldos de cultivo celulares. Una 
<,tuncia de 30 minutos a 64 oC en un reactor tipo tanque con agitación conti
!lua reduce los niveles de RNA en las células de F. graminearum desde unos 
Mil Illg g - 1 hasta 2 mg g - , . 

I'110CESOS DE FERMENTACION DE LAS PROTEINAS DE ORGANISMOS UNICELULARES 

En esta sección se discutirán los procesos de fermentación utilizados en la 
producción de proteinas de organismos unicelulares a partir de especies de Can
dida que crecen en a1canos, de Methylophi/us melhylolrophus en metanol, de 
A/uyveromyces 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 
11 parafina y Candida, en el que la fermentación se produce en condiciones es
leriles. Para obtener 1 kg de proteínas de organismos unicelulares se necesitan 
IIproximadamente de I a 1,2 kg de parafina, 0,14 kg de NH, gaseoso, y 0,05 
kg de P04- ' y otras sales. El amoniaco introducido, junto con el aire, se utiliza 
como fuente de nitrógeno y para controlar el pH. Las necesidades de oxígeno 
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.11. 6.1. Proceso BP para la producción de protejnas 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 crecimicnlO 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 agitación. A causa de la naturaleza insolu
ble de los alcanos, en el fermentador con agitación los caldos se encuentran ~n 
forma de suspensiones de gotitas de a1cano cuyo tamaño oscila entre I y lOO 
¡tm. La asimilación de los hidrocarburos por las células parece implicar el con
tacto de éstas con gotitas minúsculas de hidrocarburo, de 0,01 a 0,5 ¡trn de diá
metro. La creación de una mlcroemulsión en la interfase de las gotitas mediante 
un agente tenso activo, que puede ser producido por las células, facilita la adhe
rencia de las gotitas a la célula. El principal mecanismo de degradación de los 
aleanos por las Candida es la oxidación terminal, con la producción secuencial 
de alcohol primario, aldehído y ácido, seguido por la ~-oxidación del ácido gra
so a acetato. Las células se recuperan por centrifugación, obteniendo un pro
ducto con un 15 % de sólidos secos que se evapora hasta el 25 OJo de sólidos 
secos y se seca por atomización. 

En la Figura 6.3 se esquematiza el proceso de producción de proteínas de 
organismos unicelulares a partir de metanol con Methylophilus melhylotro
phus. La fermentación se lleva a cabo asépticamente en el fermentador a presión 
lel con reciclado. La fuente de nitrógeno 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 
deshidrogenación a formaldehfdo, que puede ser asimilado y convertido en ma-
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Ag. 6.3. Esquema de un proceso típico de producción de proteínas de organismos uni
celulares a partir de metanol (reproducido con permiso de Litchfield, 1983). 
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., .. du lnr o bien ser oxiundo pO>lcriorlllcllte a co, con producción de energla. 
1 " h)h Melhylophilus, el formaJdch/do se asimila por la vía de la ribulosa mo
",,/o;fato y se convierte finalmente en fructosa-6-fosfato (Fig. 6.4). Las células 
, lecuperan por aglomeración seguida de centrifugación, secado instantáneo 

Iflluración. En el proceso se recicla el agua del fermentador. 
In la Figura 6.5 se ilustra el proceso de producción de biomasa o alcohol 

1I1,·ulllnte el crecimiento de K. fragilis en lactosuero, que contiene aproximada
""'lile UI1 5 OJo de lactosa, 0,8 OJo de proteínas, 0,7 % de minerales y 0,2-0,6 OJo 
d, tleido láctico, y que puede requerir la suplementación con biolina. La pro
d,,,;ción de biomasa necesita un proceso de fermentación aerobio mientras que 
p"m la de etanol la aireación es mínima. Para la biomasa de calidad a1imenta
'l.' puede recuperarse todo el producto fermentado, que contiene levaduras, pro
II'I""L< sé ricas residuales, minerajes y ácido láctico. Para la preparación de un 
I'wcIucto de calidad alimentaria, las células se recogen por centrifugación, la
'Ido 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 fermentación 
l'''ra obtener «Micoproteine RHM» en un medio que contiene jarabe de gluco
, " de calidad alimentaria, amoniaco, sales y biotina. El pH se controla hasta 
1,,0 mediante la adición de amoniaco, alimentado en la corrienle de entrada de 
"I,e. La concentración celular es de 15-20 Kg m -', consiguiéndose una veloci
l11\d de crecimienlo específico de hasta 0,2 h - '. Una vez llevada a cabo la sepa
"Idón por ciclones y después de una etapa de reducción del contenido de RNA, 
1", células se recuperan mediante un filtrado a vacío rotatorio y se utilizan para 
1" producción de un amplio rango de productos. 
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Fig. 6.5. Diagrama para la producción de alcohol y levaduras a partir de lactosuero 
(reproducido con permiso de Bernstein el aJ ., 1977) . 
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Fig. 6.6. Proceso de Rank Hovis McDougall Mycoprolcin (reproducido con permiso 
de Anderson y Solomo"s, 1984). 
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f'K. 6.7. Diagrama de un reactor con bucle tubular para la fotosintesis de células sim· 
pIes (reproducido con permiso de Pirt, (982). 

PRODUCCION DE PROTEINAS DE ORGANISMOS UNICELULARES FOTOSINTETICOS 

Todos los procesos de producción de proteínas de organismos unicelulares 
discutidos hasta ahora se basan en el reciclado de materia orgánica lo que obli
ga al proceso a un costo relativamente elevado y un volumen de producto bajo. 
La agricultura convencionalliene una eficacia fotosintética baja, pues sólo al
macena aproximadamente el I OJo de la energía solar disponible. Mediante pro
cesos situados en la interfase entre la agricultura tradicional y la producción 
de biomasa, se han cultivado organismos fototrópicos 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 área 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 OJo de la energía solar y producen densidades celulares de más 
de 20 g 1- I de peso seco (Fig. 6.7). Se ha sugerido que con biorreactores folO
sintéticos adecuados podría conseguirse una solución a los problemas globales 
de suministro de energía. alimentos y compuestos químicos. 
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Inóculos microbianos 

CULTIVOS «STARTER, EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA 

Los cultivos «stanen, se utilizan actualmeme en el procesado de alimentos 
para inducir diversos cambios en sus propiedades, tales como la modificación 
de la textura, la conservación, el desarrollo de aromas o la mejora nutricional, 
La utilización de estos cultivos debe tener en cuenta estos efectos, cumpliendo 
a la vez con las exigencias de la automatización del proceso, calidad del produc
to y reproducibilidad, lo que lleva consigo la producción de cultivos con una 
aClividad dermida en términos de viabilidad, eficacia y vida útil. Las principa
les aplicaciones de los cultivos «starten> se encuentran en las industrias de pa
naderia y lechería, aunque también existen levaduras «starlen> destinadas a la 
fermentación de bebidas alcohólicas y a la producción de alcohol industrial. 
El proceso de producción de estas últimas es similar al empleado en la manu
factura de levaduras de panadería, que además se utilizan con frecuencia en las 
fermentaciones alcohólicas. En esta sección se van a discutir las levaduras de 
panadería y los cultivos «starten> en las industrias lácteas y cárnicas. 

Levaduras de panader{a 

Las levaduras de panadería, Saccharomyces cerevisiae. utilizadas en la ela
boración del pan, degradan los azúcares a una mezcla de alcohol y dióxido de 
carbono gaseoso que queda Ietenido en la masa_ Con la excreción de compuestos 
como cisteína y glutatión, que rompen los puentes disulfuro intramoleculares 
y con la producción de gas, las levaduras actúan modificando química y mecá
nicamente el gluten, proteína mayoritaria del trigo. 

En función de las condiciones medioambientales,las fermentaciones con le
vaduras de panaderia pueden dirigirse a favor de la producción de alcohol o 
de biomasa. En un medio anaerobio la producción de alcohol es óptima, obte
niéndose un rendimiento de biomasa teórico máximo en estas condiciones de 
'Y. = 0,075, mientras que en un medio aerobio en presencia de concentracio
nes elevadas de azúcar, también se forman cantidades substanciales de alcohol 
debido al efecto Crabtree. Manteniendo concentraciones bajas de azúcares en 
fermentaciones aerobias de levaduras con alimentación continua de azúcar se 
favorece la producción de biomasa, alcanzando un rendimiento de biomasa teó
rico máximo de 'Ys = 0,54. Cuando el oxígeno está en exceso, un cultivo de le
vaduras que crecen en concentraciones 1,1 mM de glucosa (0,2 g 1- '), presenta 
una velocidad de respiración máxima (QoJ, una velocidad de crecimiento es
pecífico '" de 0,2 a 0,25 y una producción de etanol despreciable; en estas condi-
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ciones el coelicienlc rcsplrulorlo (RQ - Q",/QoJ vale aproximadamente 1,0. 
A concentraciones superiores de glucosa, la respiración o tramfercncia ue tlxf· 
geno disminuye, se produce etanol y el coeficiente respiratorio se incrcmcllLU. 

Las melazas son el substrato más utilizado en la producción de levadu ra, 
de panadería, aunque, al ser deficientes generalmente en nitrógeno y fósforo 
con respecto a las necesidades nutritivas de las levaduras, deben ser sup lemen
tadas con sales amoniacales y ácido ortofosfórico u otras formas adecuadas de 
fosfato. La biolina, necesaria para el crecimiento de las levaduras de panadería, 
se encuentra en cantidad suficiente en las melazas de caña, aunque no así el! 
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 '70 de melazas de caña. La urea puede reemplazar a las sale; 
amoniacales como fuente de nitrógeno, siempre que se incorpore al medio sufi
ciente biotina, necesaria también para su hidrólisis. 

La producción de levaduras es un proceso discontinuo que necesita hasta 
ocho etapas. Los volúmenes de un fermentador de producción típico oscilan 
entre 50 y 350 m' O más. Las dos primeras etapas de inoculación exigen usual
meme fermentaciones asépticas, en tanto que las etapas posteriores de inocula
ción y producción generalmente no las requieren y tampoco necesilan recipien
tes a presión. La elapa final de desarrollo del inóculo y la principal etapa de 
producción de biomasa implican una alimentación creciente de molasas. El prin
cipal objetivo de la etapa de producción es conseguir un rendimiento elevado 
de levaduras viables con un equilibrio óplimo de propiedades, actividad fermen
tativa alta y buena capacidad para ser almacenada. Esta última propiedad se 
mejora permitiendo que la aireación continúe una vez detenida la alimentación 
de melazas, lo que influye positivamente en la uniformidad de las levaduras y 
reduce la síntesis de RNA y proteínas. 

En el fermentador de producción la fermentación aerobia tiene lugar a 
28-30 oC, por lo que tiene que ser refrigerado puesto que se generan 3,5 Kcal 
por g de levadura sólida producida. Los pH están comprendidos entre 4,1 y 5,0; 
en el valor más bajo de este rango se reduce la contaminación bacteriana pero 
aumenta la absorción del material colorante de las melazas. La mayoría de los 
procesos de fermentación comerciales se inician a valores de pH inferiores 
(4,0-4,4) y finalizan a pH más elevados (4,8-5,0) . Las concentraciones de leva
dura obtenidas están comprendidas entre 40 y 60 g 1- 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 sólidas. En las últimas elapas 
de la fermentación 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 aireación 
del fermentador debe tener una capacidad de transferencia de oxígeno de apro
ximadamente 150 mM por litro por hora. En general, se utilizan sistemas de 
inyección de gas eficaces sin agitación. 
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La separación sólido-líquido se lleva a cabo mediante centrifugación conli
mla, produciendo una pasta de levaduras del 18-20 "lo, que es concentrada pos
tenormente hasta un 27-28 % de sólidos mediante filtración rotatoria a vacio 
durante la c~al p~ede utilizarse almidón como auxiliar de fermentación. Pue
den .conseguIrse Illveles más elevados de sólidos mediante salado previo a la fil
tracIón, que reduce osmóticamente el contenido de humedad celular. La rorta 
desm.enuzable Produ.cida por filtración es un producto final ampliamente co
mercIalIZado. Tar.nblen la torta de levaduras puede mezclarse con emulsionames 
con objeto de facllaar la extrusión. Las levaduras secas activas se producen usual
mente r.n~dlantesecadores de lecho fluidizado en los que el aire caliente insufla
do se dIrIge haCia las partículas a velocidades capaces de suspender la levadura 
en un lecho fluido: Para ciclos de secado rápido de 10 a 30 minutos, se emplean 
temperaturas de aire de 100-150 oC al comienzo del ciclo mientras que la leva
dura mantIene una remperatura de 24-40 oc. El contenído final de humedad 
es del 7 %. 

Cultivos «Slarten> para las industrias lácteas 

~n la manufacrura de productos lácteos fermentados se emplean microor
ganIsmos p~a produCir ácido láctico, para secretar meraba litas de aroma y sa
bor caracr~nsllco y para conseguir otros cambios químicos deseables. Las espe
cIes bactenanas más Importantes utilizadas para la elaboración de quesos SOn 
las mesólilas Sfreplococcus cremoris y S. laclis, que son homofermentativas y 
p.roducen ~o lamente ácido láctico. En la manufactura del yogur, el inóculo con
SIste pnnclpalmente en dos cepas homofermentativas termoFilieas, S. Ihermo
phl/us y Lacfob~cil/us bulgaricus, a los que a veces se les incorpora L. acidophi
'~s ~ concentracIones bajas. Los mohos blancos Penicil/ium camemberfi y sus 
blotlpos, P. candidulII y P. caseiocu/llm, se utilizan en la manufactura de quesos 
madurados cuya superficie está recubierta por mohos, como el Brie y el Ca
membert, y los mohos azules, como P. roque/orli, en la producción de quesos 
madurados con mohos internos, como el Gorgonzola y el Srilron. 

La tecnología para la producción de esporas fúngicas es relativamente sim
ple y se basa en métodos de cultivo en superficie a pequeña escala, disponién
dose d." esporas en forma pulverulenta producidas por diversas firmas 
comercIales. 

Las dos especies meso micas bacterianas utilizadas como «starten> son sus
cepltbles de ser mvadldas por bacteriófagos, lo Que representa la principal cau
sa de fallos en la fabricación del queso, y en consecuencia el mayor esfuerzo 
en el desarr~llo de cultivos ~(starten> va dirigido hacia la superación de los pro
blemas relaCIOnados con la mfección por bacteriófagos. Durante los años trein
ta y cuarenta de este siglo se mantuvieron por subcultivo durante años cultivos 
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d.lJ I el'» mezclados brutos de que,o. 103 inteosilicación de la elaboración de 
'I"e,OS debido a la demanda acelerada incrementó la susceptibilidad de cSla forma 
d. ~l1ltivo bruto ante los fallos debidos a los bacteriófagos. En la elaboración 
"",('relal de quesos se introdujeron como «srarteo> cepas únicas y entonces la 

•. !fiabi lidad de su actividad representó un serio problema. Entre las medidas 
IIIInadas para controlar la contaminación por bacteriófagos se encuentran la 
¡ll'Iragación aséptica de los «starten>, la limpieza del equipo utilizado en la ela
h", ación del Queso, el empleo de tinas cerradas y el aconamiento de los t iem
pUl,. ue maduración, aunque estas precauciones fueron insuficientes para resol
, I el problema. A partir de los años cincuenta, los suministradores de cepas 
,,,"crciales proporcionaron mezclas de cultivos «starten> liofilizados y poste

!!llImcnte congelados definidos o indefinidos a las factorías de quesos tanto 
IMI iI las preparaciones «madre» como para las utilizadas como «(starter» en pro
""cción. La mayoría de las cepas S. cremoris y S. laclis son sensibles únieamen
" 11 un número específico de tipos de fagos, y por tanto la sensibilidad y resis
I""cia es distinta entre las diversas cepas de una especie individual. Los niveles 
d, fagos pueden controlarse mediante rotación frecuente de cepas no relaciona
.!.o< con fagos. La introducción de medios inhibidores de fagos con iones fosfa-
111 que acomplejan a los iones calcio necesarios para la propagación bacteriófa
~.I, minimiza la concentración de fagos durante la preparación del «starten>. 
..., han introducido cultivos concentrados comerciales Que se inoculan directa
lIlente a los tanques de obtención de «Slarten> y a las tinas. Las cepas lácticas 
'"JJlerciales aceptables deben ser efectivas en cuanto a la producción de ácido 
y de aromas. Desde comienzos de los años ochenta se han desarrollado con éxi-
111 cepas insensibles a los bacteriófagos. 

En la Figura 6.8 se muestra un diagrama de flujo para la producción a gran 
",cala de cúllivos lácticos «srarten>. El objetivo de los procesos de fermenta
lIón y recuperación es el de conseguir rendimientos elevados de producto libre 
d(' bacteriófagos. El medio de fermentación contiene usualmente nutrientes com
I>"'jos como leche, suero, extracto de levaduras, peptonas, mono o disacáridos, 
vltominas, tampones, sales e inhibidores de fagos, y puede esterilizarse median-
1,' un proceso UHT. La temperalura óptima de crecimiento varía en función de 
la cepa, aunque generalmente eSlá comprendida entre 25 y 30 oC para los es
tleptococos y entre 30 y 37 oC para los lactobacilos. El pH también debe con
tlalarse, generalmente en el rango de 5,4 a 6,3, prefiriéndose un valor de 6,0 
"nidades, lo que se logra con amoniaco gaseoso u otros álcalis o tampones in
lernos. Usualmente el proceso de fermentación se lleva a cabo con agitación suave. 
Una vez completada la fermentación, el caldo se enfria y puede concentrarse 
<lséplicamente por filtración para dar un cultivo concentrado Que puede ser ino
n llado directamente o almacenado en forma congelada o 1i0fiaJizada. 
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FIa. 6.8. Esquema de flujo para la producción a gran escala de cultivos iniciadores (<<slar
tom) láclicos (reproducido con permiso de Porubscan y Sellars, 1979). 

Cultivos «slarlef» para las industrias cárnicas 

El objetivo principal de la fermentación de los productos cárnicos es el de 
su conservación. Un proceso de fermentación microbiana que da lugar a la apa
rición de acidez produoe la eliminación de humedad, suministrando un margen 
deseable de seguridad, mejora la estabilidad y las propiedades relacionadas con 
la calidad, como por ejemplo aromas y sabores, que no se pueden imitar sim
plemente con el empleo de aditivos químicos. La mayoría de los derivados cár
nicos fermen tados consisten en fiambres secos o semisecos, consiguiéndose me
joras en el proceso de elaboración de estos productos mediante la adición de 
azúcar, que acelera la producción de ácido láctico, y nitratos, que disminuyen 
el potencial de oxidación-reducción de la carne al convertirse en nitritos, dando 
lugar a la estabilización del color de la carne al impedir la oxidación de la he
moglobina y swninistrando un medio ambiente favorable a los productores de 
ácido láctico micro-aerofl1icos, evitando el desarrollo de bacterias indeseables. 
Las características deseables de los «starten> cárnicos son: (a) capacidad para 
producir ácido láctico, (b) tolerancia a la sal, especias, nitratos y nitritos y (c) 
capacídad para reducir el nitrato. Actualmente, esta industria utiliza nitritos en 
vez de nitratos con objeto de eliminar la necesidad de «starten> reductores de 
nitrato en algunas fermentaciones cárnicas. 
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11 bl 6 3 Otras aplicaciones de los inóculos Inicrobianos a a . . 

Aplicaciones 

Insecticidas 

Tratamiento 
de mineraJes 

Fijación 
de nitrógeno 

Espel'ies microbianas 

}J{/ullln ¡}l/lIi,,~ir'¡¡Ú _' 

LJ/lálf/l.\ /¡upil/¡nt 
l1"óllll .• (I/i'ri. } 
llm ¡IIII.I rirn¡//Jl/I y 

Hftálln' '/l'ma/fUI 
SI'rm!/(/ pi\((l(urtlm. 

.' lll'fJl'JI¡J((/I~ jil/,f(/Ii, Y 

. l llIlhn!"lt'I (lflllUf'IIO 

fj (IlII1/Ji(/ (1'111'1/0 

¡ -dÍ¡ il/il/m l/1m';, 
H ÍI ,ufl,lIf1 IIwmpltll/li 

.\!t'/tu,hi:;,úllf/ lip. 

./ /¡;obllrtlluJ "pp. 
Brggil7/oa spp. 

} 

Ua(/II/I.\ mrgal r'l iulIl , } 
fi(lállrl l. P~llfdomUlla} 

y ChYIJ1I1ubllfl11rirll/I ~p ", . 

Procariotas que fijan el 
nitrógeno simbiótico 
y que viven libres 

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

phlylum Dikaror~lY~Ola- la 
mayoría son Basldlomycetos 

Para ensilaje 

Probióticos 

Tratamiento 
de desechos 

SlreptoCOCcus faecium, Lacto
bacillus plO,Jforuma, otr~ 
bacterias productoras de áCido 

Lactobacillus acidophilus, 
Steptococcus faeciwn, 
bacterias del rumen 

Metanógenos 
Pseudomonas spp. 
Acinelobacter spp. 
y Nocardia spp. 
Bacterias productoras de cn

zimas extracelulares 

Funcidn 

Patóg. para las larvas de lepid?pleltlS 
Patógenos para el escarabajO Japoné:, 

Patógeno para los mosquitos 

Malan las larvas de mariposa al redu* 
cir su pH intestinal 

Patógenos para las larvas de chinche 
Controla los áridos y la mosca blanca 
Controla tos ácaros de los cítricos 
Controla los lepidópteros 

Oxida el azufre 
Oxida el H,S en los suelos 

Mjneralización del fosfato y disolución 
del fósforo 

lnterés en la producción de in6culos de 
leguminosas de las especie.s ~hizo· 
biwl1 para incrementar la fijaCIón de 
nitrógeno 

Incrementa la absorción de nutrientes 
yagua por la raíz, y protege 
frente a las enfermedades 

Reducción del pH para acelerar el 
ensilado 

Incrementa la digestibilidad de los pro
ductos destinados a la alimentación 
animal 

Digestión anaerobia 

Degrada los alcanos Y desechos 
resistentes 

Hidroliza las proteínas, los carbohidra
los y las grasas de los desechos 
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Los organismos empIcados con éxito como inoculunle, (<s lnrlCf)' "ti las in
dustrias cárnicas son: (i) Pediococcus cerevisiae, con capacidad de producir áci
do pero no de reducir al nitrato, (ü) Micrococcus, que reducen el nitrato y con
tienen cata lasa para los peróxidos producidos durante el proceso de fermenta
ción, y (iii) otras bacterias productoras de ácido, como Lactobacillus planta
rllm, L. brevis y Leuconosloc mesenleroides. 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 cárnica vaya a hacer mucho mayor uso de 
los inoculantes microbianos, no' solamente en los derivados ferment.ados sino 
también en el control del crecimiento de microorganismos indeseables. 

OTRAS APLICACIONES DE LOS INOCULANTES MICROBIANOS 

Los inoculan tes 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 pOlenciales. 

Capítulo 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
tación en la producción de bebidas alcohólicas, elaboración de quesos, fabrica
ción de pan, alimentos basados en soja fermentada, procesado de la came y 
elaboración del vinagre. 

- Bebidas alcohólicas 

.-
Las bebidas alcohólicas se producen a partir de diversas materias primas, 

pero especialmente a partir de cereales, frutás y productos a~ucarado Entre 
Ollas bay 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 lanto que el brandy se obtiene por destila
ción del vino. Otras bebidas destiladas, por ejemplo el vodka y la ginebra, se 
elaboran a partir de bebidas alcohólicas neutras obtenidas por destilación de 
melazas, cereales, patatas o lacto suero fermentados. Además también se obtie
nen una gran variedad de vinos de alta graduación mediante adición de alcohol 
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destilado a los vinos normales con objeto de elevar su con len ido alcohólico hasta 
el 15 o el 20 %; entre éstOs se incluyen productos tan notables c0l110 el jerez, 
el oporto y el madeira. 

Un detalle común importante en la producción de todas estas bebidas alco
hólicas es el empleo de levaduras para convertir los azúcares en etanol. Por con
,Iguiente, la primera parte de esta sección se concentrará en 1,, ¡¡¡-olOgia de las 
fer mentaciones de levaduras y seguidamente se discutirán los procesos concre-
10. de obtención de la cerveza, el whisky y el vino. 

BIOLOGIA DE LAS FERMENTACIONES CON LEVADURAS 

Aproximadamente el 96 % de la fermentación 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 glicosilación se convierte en 
acetalderudo y etanol. La reacción global es la siguiente: 

Glucosa + 2ADP- 2 Etanol + 2CO, + 2ATP 

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

La envoltura de la célula de levadura incluye una membrana plasmática, un 
espacio periplásmico y una pared celular constituida principalmente por poli
sacáridos y una pequeña cantidad de péptidos. La pared tiene una estructura 
semirrigida permeable al soluto que proporciona a las levaduras una considera
ble fuerza compresional y tensm los grupos carboxilo de los péptidos de la pa
red celular confieren a las levaduras utilizadas en la elaboración de cerveza una 
capacidad de noculación importante, lo que facilita la separación sólido-líquido 
después de la fermentación. Se cree que la noculación se debe a la formación 
de puentes salinos entre los iones calci9 y estos grupos carboxilo de la pared 
celulaL¡ 

Condiciones de la fermentación 

En la fermentación las levaduras utilizadas para la elaboración de cerveza 
(S. cerevisiae) utilizan los azúcares sacarosa, fructosa, maltosa y maltotriosa en 
este orden! 4 sácarosa es hidrolizada primeramente por la invertasa localizada 
en el espacio periplásmico extracelular. los azúcares son transportados a través 
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de la membnllla celular por transporte activo o pasivo, mediado por pcrmcu>lI' 
producidas constitutivamente o inducibles._La maltosa y la maltotrio~" son hi · 
drolizadas intracelularmente por la a-glucosidasa. El Sacclraromyees UVQrlll1l 
(S. carlsbergensis) se distingue laxonómicamente del S. cerevisiae en que tam 
bien utiliza melibiosa. El Kluyveromyees fragilis y Kluyveromyces lactis, que 
a diferencia de S. cerevisiae pueden fermentar la lactosa, tienen un sistema 
lac~ermeasa para transportar ll!.. lactosa dentro de la célula, donde se hi
droliza a &!\Icosa y galact.Qsa_que entran enJa glicolisis. Excepto los Sacclra
romyce~ diaslaticus, que no ;on adecuadas para la elabo ración de cerveza, lO

das las levaduras Saccharomyces son incapaces de hidrolizar el almidón y las 
dextrinas, y por consiguiente, el empleo de materiales basados en almidón para 
la fermentación alcohólica requieren la acción de enzimas exógenos como las a
y ¡¡-amilasas de la malta o enzimas microbianos como a-arn ilasa, amiloglucosi
dasa (glucoamilasa) y pululanasa. Los azúcares mayoritarios del mosto son la 
glucosa y la fructosa y puesto que el S. cerevisiae metaboliza preferencial mente 
la glucosa; el azúcar no fermentado que permanece en el vino resultante es la 
fr uctosa. Por el contrario, las levaduras del vino de Sauternes fermentan la fruc
tosa má).-fápidamente que la glucosa. 

El mosto de cerveza producido a partir de malta contiene 19 aminoácidos 
además de otros nutrientes. Estos aminoácidos son asimilados a distintas velo
cidades durante la fermentación. Un aminoácido permeasa general (GAP) pue
de transportar todos los aminoácidos básicos y neutros excepto la prolina. En 
las levaduras existen al menos otros 11 sistemas de transporte de' aminoácido& 
más especificas. La prolín permeasa es inhibida por otros aminoácidos y por 
el amoniaco. 

Aunque !as fermemaciones alcohólicas son en gran medida anaerobias, las 
levaduras necesitan algo de oxígeno para sintetizar algunos esteroles y ácidos 
grasos insaturados componentes de la membrana. El mosto de la cerveza con
tiene normalmente niveles subóptimos de esteroles y ácidos grasos insaturados, 
pero cuando el medio se suplementa con ácido oleico u oleanoico, la necesidad 
de oxígeno desaparece. 

Muchas cepas de S. cerevisiae pueden producir concentraciones de etanol 
de hasta el 12-14 O/o . Existe un cierto interés en el empleo de levaduras toleran tes 
de cantidades elevadas de alcohol en los procesos de fabricación de'cerveza con 
gravedad elevada y en la producción de alcohol para la destilación con vistas 
a iMrementar la productividad de la planta y disminuir los costos de destila
ción. Existen cepas seleccionadas capaces de producir hasta un 18-20 070 de al
cohol, aunque la velocidad de fermentación'se ve fuertemente reducida cuando 
la concentración de etanol aumenta¡ Los mostos con un contenido muy elevado 
de azúcares fermentan únicamente con levaduras osmofilicas como Saccharomy
ces rouxii y S. bailli, que poseen una gran capacidad para fermentar la fructosa . 
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La composición en fosfolipidos de la membrana plasmática "; imponante para 
11\ tolerancia del etanol, observándose un incremento de ésta cuando el conteni
do dr ácidos grasos insarurados aumenta. La tolerancia alcohólica puede ele
varse suplementando el medio de crecimiento con ácidos grasos insaturados, vi
ta minas y proteínas. Los factores fisiológicos tales como la forma de aporte del 
substrato, la acumulación de etanol intracelular, la presión osmótica 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 
pi ruvato decarboxilasa son sensibles a la concentración de etanol. 

En las levaduras, los valores de pH comprendidos entre 3 y 6 son la mayorla 
de las veces favorables al crecintiento y aclividad fermentaria; esta úllima es mayor 
cuanto mayor sea el pH y se produce una caida notable a valores de pH de 3-4. 
El pH influye en la formación de subproductos; por ejemplo, a valores de pH 
elevados se incrementa la formación de glicerol. El pH del mosto de uva está 
generalmente comprendido entre 3 y 3,9 debido a su elevado contenido de áci
dos (5-15 gi l), principalmente tartárico y málico, de forma que, como la mayo
ría de las bacterias, con excepción de las bacterias del ácido acético )' láctico 
prefieren pH más neutros, la susceptibilidad del mosto de vino a la contamina
ción bacteriana es reducida. 

Las temperaturas óptimas de la fermentación, la respiración de las levadu
ras yel crecimiento celular son claramente diferentes. La velocidad de fermen
tación aumenta generalmente con la temperatura entre los 15 y los 35 oC y los 
niveles de glicerol, acetona, buteno-2,3-diol, acetaldehído, piruvato y 
2-cetoglutarato se elevan en los caldos de fermentación. La formación de nive
les elevados de alcohol también depende de la temperatura. En los vinos blan
cos, la menor temperatura de fermentación da lugar a vinos más frescos y afru
tados, y el riesgo de infección bacteriana y de producción de ácidos volátiles 
como resultado es reducido. Para la producción de vino tinto se utilizan tempe
raturas más elevadas, de 22 a 30 oC, y la fermentación con los hollejos conduce 
a la intensificación del color y a la producción de un rico aroma. 

Compuestos organolépticos 

En la producción de bebidas alcohólicas 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 característicos y desea
bles, y por otro lado, se minimice la formación de aroma~ y sabores indesea
bles. Entre los componentes del aroma y sabor se encuentran otros alcoholes 
diferentes del etanol, ésteres, compuestos carbonflicos, ácidos orgánicos, com
puestos azufrados, aminas y fenoles. 

Cuantitativamente, y en función de su papel en el aroma y sabor, los com
ponentes más importantes presentes en las bebidas alcohólicas son los alcoho-
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Il'S superiores, denominados tarnbién alcoholes de fusel o aceites de fu;el, ent re 
lu> cuales los más significativos en la cerveza y el vino son el alcohol amOico. 
l'I i;oamllico y el 2-fenoetanol. 'El vino tinto tiene una concentración mayor de 
estos compuestos que el vino blanco. Las bebidas destiladas tienen un espectro 
bastante diferente de alcoholes superiores, que incluyen butanoles y pentanoles, 
Ll glicerol, alcohol polihidrico, está presente en casi todas las bebidas al cohóli
cus. En el vino, el glicerol se encuentra a concentraciones de hasta el 1 '70 (pe
so/ volumen) y confiere cuerpo a esta bebida. 

En muchas bebidas y licores, los ésteres constituyen un grupo importante 
oe compueslOs volátiles debido a su penetrante aroma afrutado. Entre ellos, el 
ncetato de etilo está presente en muchas bebidas a concentraciones organolépti 
camente importantes. Otros ésteres importantes incluyen el formialO de etilo y 
el acetato de isoamilo. 

El acetaldehído, con propiedades organolépticas indeseables, se produce como 
un compuesto intermedio durante las fermentaciones alcohólicas, obteniéndo
se niveles altos por tasas de levaduras elevadas o excesiva aireación. El diacetila 
y la pentano-2,3-diona, formados fuera de las células de la levadura por decar
boxilación oxidativa del a-acetolato y el a-cetohidroxibutirato, tienen aromas 
y sabores indeseables característicos. Las levaduras pueden reducir el diacelilo 
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 di acetilo a acetoí
na. El exceso de diacetilo en la cerveza tam bién puede deberse a la presencia 
de organismos que la deterioran, como Pr:diococcus y Lactobacillus. 

Durante la fermentación primaria del mosto de la cerveza se producen can
tidades considerables de SH, provenientes de la reducción de los compuestos 
azufrados. Aunque en la cerveza pueden ser aceptables cantidades pequeñas de 
compuestos azufrados, y en la cerveza normal el SO, está usualmente presente 
a concentraciones por debajo de su umbral de sabor, el exceso produce aromas 
y sabores desagradables. El dióxido de azufre influye positivamente en la fer
mentación alcohólica, puesto que se une al acetaldehido y además inhibe algu
nas de las reacciones de oxidación indeseables. En el mosto <te! vino, el SO, 
inhibe algunos nUcroorganismos indeseables, entre ellos las bacterias del ácido 
láctico y ácido acético, así como algunas levaduras naturales que producen un 
exceso de ácidos volátiles, piruvato y a-cetoglutarato. Además la producción 
del desagradable sabor del ácido acético también inhibe las fermentaciones de 
levaduras, particularmente combinado con el etanol, Sa¡;charomyces cerevisiae 
es más susceptible a esta inhibición que Saccharomycoides ludwigii y Schizo
saccharomyces pombe. En los mostos cuya acidez total es baja, es muy útil em
plear SO, para inhibir la fermentación malo-láctica por las bacterias del ácido 
láctico, impidiendo la disminución posterior del nivel de ácido. Una concentra
ción elevada de SO, puede retrasar el comienzo de la fermentación. 
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FERMENTACION MALO·LACTICA 

El bajo pH del moslo y del vino suministran un medio selectivo para el cre
cimiento de las bacterias del ácido acético y del ácido láctico, aunque la super
vivencia de !as primeras sea usualmente corta debido a las propiedades reducto
ras del medio. Las bacterias lácticas del vino son anaerobias facultativas u orga
nismos microfilicos que son homofermentivos (todas las Pedioeoecus y algunos 
Laetobacillus producen ácido láctico a partir de glucosa) y heterofermentivos 
(todos los Leueonostoe y algunos Lactobacillus producen ácido láctico, etanol 
y C02 a partir de la glucosa). Las bacterias lácticas pueden metabolizar los áci
dos málico y tartárico presentes en el vino a concentraciones elevadas, así como 
al ácido cítrico, presente en cantidades más bajas. En las regiones del norte pro
ductoras de vino puede ser deseable la reducción bacteriana de los ácidos, mien
tras que en otras regiones, en las que la concentración de ácidos es pequeña, 
es importante impedir la posterior pérdida de acidez. También existen métodos 
químicos para reducir la acidez. La reducción de los ácidos puede impedir el 
deterioro de los vinos de pH elevado. A pH 3,3-3.4, los Leueonosloc oenus fer
mentan el ácido málico aunque los Pediocoeeus no 10 hacen. Les Leuconostoc 
se adaptan bien a los p H bajos y generalmente se prefieren siempre que se desee 
una fermentación malo-Iáctica. Una fermentación malo-Iáctica por Pedioeoe
eus va con frecuencia acompañada de la formación de di acetilo e histamina, 

indeseables. 

ELABORACION DE LA CERVEZA 

Materias primas y preparación de la malta 

Les cereales malteados se han utilizado tradicionalmente en la elaboración 
de cerveza porque el proceso de malteado da Lugar a la "roducción de los enzi
mas necesarios para la extracción y conversión del almidón en azúcares fermen
tables. En el proceso de malteado, los granos se sumergen en agua a temperatu
ras de 10 a 25 oC durante 48-60 horas, tiempo durante el cual el contenido de 
humedad crece desde el 10-12 OJo al 44-50 %. Una vez remojado el grano, la ger
minación se lleva a cabo a temperaturas comprendidas entre 15 y 21°C, depen
diendo del tipo de malta, en tambores o en compartimientos con suelo perfora
do, controlando la humedad y el flujo de aire, con lo que se producen diversos 
enzimas hidrolíticos, entre ellos a-amilasa, bioglucanasas Y peptidasas que con
ducen a la degradación enzimática de hemicelulosa, ~-glucano, péptidos y algo 
de almidón. La ~-arnilasa, ligada a otras proteinas en la cebada no germinada, 
se libera durante este proceso. Una vez logrado el grado de modificación desea-
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do, la 11l '~ta 'c ,' l'C\I ha>!u yuc . u cont enido de humedad sea de aprOXill1l1d,1 
menle el 6 % inicialmente a una temperatu ra d~ 65 oC, y después a 80 8S ", 
para reducir aún más su humedad, hasta el 4,5 %, con lo que se detienen los 
procesos respiratorios de la germinación, se inhibe el crecimienlo microbi:lIH) 
y se fomenta la reacción de Maillard, que contribuye a dar el aroma y color 
obscuro a la malta. 

La malta de buena calidad tiene suficiente actividad enzimática como pura 
facilitar la extracción y conversión de mezclas de maceración que contienen hasta 
el 60-70 % de cereales además de la propia malta. Les enzimas microbianos in
dustriales pueden substituir a la malta como fuente enzimática para la produc
ción de mosto de cerveza, y por consiguiente, las bebidas alcohólicas basad as 
en cereales pueden obtenerse ahora a partir de una gran variedad de cereales, 
como cebada, trigo, arroz y maíz, o combinaciones de cereales. con o sin la in ~ 

clusión de cereal malteado. 

Maceración y filtración 

Durante la maceración, las materias primas se extraen con agua, con lo que 
se soj.ubilizan, hidrolizan enzirnáticamente y extraen del cereal los carbohidra
tos y otros nutrientes necesarios para la fermentación bajo condiciones de ca
lentamiento controlado. En esta operación, la relación agua:grano es usualmente 
de 2,5-3,0 a 1,0. La temperatura empleada varía de una cervecería o destilería 
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
rísticas del producto deseado y la naturaleza y capacidad del equipo. La mayo
ría de los sistemas de maceración corrientes se c1asi fican bajo los epígrafes de 
sistemas de infusión o decocción o como una combinación de ambos. En la 
maceración por infusión, empleando malta bien elaborada, el grano se introdu
ce en una cámara de maceración, cuyo fondo está constituido por una placa 
filtrante (Fig. 7.1), parcialmente llena ,de agua caliente, a una temperatura que 
se mantiene constante a unos 65 oC para permitir la conversión enzimática y 
la extracción del mosto. A continuación el mosto se separa por filtración y la 
masa que sale se deshace para lavar los azúcares residuales hasta que el peso 
específico del líquido que sale es de 1,005. 

En los sistemas de decocción, la harina se macera a una temperatura menor, 
de aproximadamente 50 oC, 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 decocción doble, esta operación se lleva a cabo dos veces (Fig. 7.23), 
Una vez macerado, el mosto se separa de la masa agotada por mtración en una 
tina denominada cámara de clarificación (similar a una cámara de maceración, 
aunque con menor profundidad), o mediante el empleo de un filtro de placas. 
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liquido canante 
para el pulverizado 
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3F ¡>. Brazo pulvarlzadol 

~~~~~~~~~ 

Mosto a la 
siguiente elapa 

Tuberla 
de salida 

Motor que Impulsa 
la héUce de 
descarga 
de los granos 

Tuberfa de 
descarga 
de granos 

Masa 

.,¡. 7.1. Cámara de amasado por infusión (reproducido con permiso de Hough, 1985). 

La temperatura óptima de las proteasas, a-ami lasa, ¡3-amilasa y ¡3-glucanasa 
de la malta dicta las condiciones de la maceración. En el proceso por infusiÓn 
la temperatura de la masa favorece la actividad de la amilasa y la ¡3-glucanasa, 
siendo más satisfactoria con las maltas bien modificadas en las que durante el 
malteado ya se ha producido una degradación proteica considerable. La masa 
sometida a decocción tiene usualmente temperaturas iniciales de 50-55 oC para 
una actividad proteolítica óptima, a 63-65 oC para la degradación óptima del 
alm idÓn y los ¡3-glucanos y a 73 oC para la separación óptima del mosto. En 
América del Norte, las harinas de maíz y arroz, que deben cocerse para que ge
lalinice bien el almidón, son ampliamente utilizadas como adjuntos con un sis
tema de maceración doble (Fig. 7.2b). La temperatura de la primera macera
ciÓn, que contiene harina y algo de malta, se eleva a 65-70 oC con objeto de 
reducir la viscosidad del almidón previo a la ebullición. Durante este proceso, 
la masa de malta mayoritaria se mantiene a una temperatura de 45-50 oC para 
favorecer la proteolisis. Al combinar la harina con la masa mayoritaria, la tem
peratura se eleva hasta 67 oC, lo que favorece la amilolisis y después se calienta 
hasta 73 oC con objeto de reducir la viscosidad antes de la filtración. Cuando 
una masa se convierte predominantemente utilizando eOlimas microbianos, las 
temperaturas utilizadas reflejarán la actividad y estabilidad térmica de estos 
enzimas. 
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Fig. 7.2. Perfiles de lemper" 
lura-tiempo de un: 

(a) programa de un sistema de 
decocción doble y 

(b) procedimiento de amasado 
doble. 

Separaci6n del mosto 

Una vez clarificado el mosto, se hierve durante 60-90 minutos con objeto 
de favorecer <al la inactivación de los enzimas, (b) la esterilización del mosto, 
(e) la precipitación de las proteinas y los taninos, (dl la extracción de substan
cias amargas derivadas del lúpulo, (el la producción de color, aromas y sabores 
por la cararnelización del azúcar, la formación de melanoidina y la oxidación 
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de los taninos y (f) la destilación de los volátiles. Seguidamente se separa el pre
cipitado proteico formado durante la ebullición así como el lúpulo agotado y 
él resto de los sólidos, a veces con ayuda de un agente de floculación, en un 
separador de torbellino o mediante la combinación de un tanque de sedimenta
ción y un filtro o una centrífuga. Una vez separados los sólidos o residuos, el 
mosto se enfría mediante un cambiador de calor de placas hasta la temperatura 
inicial de fermentación y se airea hasta que la concentración de oxígeno disuel
to sea de 5-15 mg/I para favorecer la síntesis de ácidos grasos in salurados yeste
roles por las levaduras. 

_ Fermentación de la cerveza / 

El mosto se inocula con levaduras hasta un recuento de aproximadamente 
lO' células por mI O ·mayor si se necesita una velocidad de fermentación más 
elevada. Tradicionalmente, en la producción de cerveza inglesa (ale) entre 15 y 
22 oC se utilizaban levaduras de fermentación alta, que ascendían a la superfi
cie hacia el final de la fermentación, y podian por tanto ser separadas en forma 
de espuma, mientras que en la producción de cerveza <<Iagen> enlre 8 y 15 oC 
se utilizaban levaduras que sedimentaban en el fondo del recipiente hacia el fi
nal de la fermentación (levaduras de fermentación baja). Sin embargo, en parti
cular con la introducción de los grandes depósitos fermentadores cilindrocóni
cos y el uso de centrífugas, la distinción entre fermentaciones «altas» y «bajas» 
tiende a desparacer. 

En las fermentaciones típicas para obtener cerveza «lager», el recuento ini
cial de levaduras es de lO' células/ mi, la concentración inicial de carbohidratos 
es de 12 0p (peso específico 1.050) y la temperatura inicial aproximadamente 
10 oc. Al cabo de unos 3 días la población de levaduras se ha incrementado 
4 Ó 5 veces. La temperatura tiende a aumentar a medida que avanza la fermen
tación y cuando se alcanza el máximo puede ser necesario enfriar. La concen
tración de carbohidrato desciende a 2-2,5 °P (peso específico 1.080-1.010) des
pués de cinco días. Si la temperatura se mantiene entre 6 y 10 oC, la fermenta
ción dura unos 10 días. En la Fig. 7.3 se muestra el curso de una fermentación 
tradicional de cerveza «lager» llevada a cabo en la zona inferior del rango de 
temperatura. Todas las fermentaciones producidas entre 15 y 22 oC se comple
tan usualmente en unos 3 dias. 

Durante el proceso de fermentación, el pH disminuye aproximadamente una 
unidad a partir de un valor inicial de 5,2. Muchos ácidos, especialmente el áci
do acético, formado por oxidación del acetaldehido, contribuyen a esta caída 
del pH. 

Los azúcares fermentables que normalmente constituyen el 70-80 "70 de los 
carbohidrato s del mosto se convierten en etanol durante la fermentación . El 
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flg. 7.3. Evolución con el tiempo de un proceso de fermentación tradicional de cerve-
za «lager», I 

20-30 "70 de ,r,;"s carbohidratos residuales consiste principalmente en dextrinas 
superiores ¿ dextrinas límite no susceptibles de ser atacadas por las amilasas 
de la malta debido a la presencia de enlaces gl icDsidicos 0<-1-6. En la producción 
de cerveza baja en carbohidratos, estas dextrinas limite pueden ser hidrolizadas 
a azúcares fermentables por la amiloglucosidasa microbiana. En principio, este 
enzima debe hacerse actuar sobre el mosto anles de su ebullición, ya que éSla 
lo inactiva. La amiloglucosidasa es también efectiva en la hidrólisis de las dex
trinas límite durante la etapa de fermentación, y no se inactiva con la pasteriza
ción posterior por lo que puede permanecer aCliva en el producto final. 

Maduración y acondicionamiento final de la cerveza 

La cerveza recién fermentada debe someterse a diversos tratamientos antes 
de ser envasada finalmente para su distribución. La maduración implica una 
fermentación secundaria por las levaduras residuales que pasan a la cerveza desde 
el fermentador primario. Durante este proceso, se asimila el di acetilo así como 
las pequeñas cantidades de maltotriosa residual, y la concenuación de algunos 
ésteres aumenta. El dióxido de carbono, producido en la fermentación secun
daria, o el dióxido de carb~no añadido, ayuda a purgar la cerveza de oxígeno, 
H,S y compuestos volátiles no deseados . A veces se añaden aditivos para clari
ficar el mosto y ajustar el aroma, sabor y color de la bebida, y para favorecer 
la estabilidad de la espuma así como la microbiológica. Los tiempos y la lempe
ratura utiUzados varían de una cervecería a otra, aunque usua1mente se utilizan 
temperaturas bajas, de 2 a 6 oC, con un perfodo de almacenamiento que oscila 
entre 4 dias y 4 semanas. 
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Después del acondicionamiento, la cerveza contiene célula, mlcTllbionas, pre
rl l'"udo. proteicos y substancias coloidales, que hay que separar mediante di
""1<0, procesos, como la f1oculación, centrifugación y mtración. La estabili
"ad microbiológica se consigue por filtración esteril y/o pasterización. En la 
"'s ula 7.4 se resume el proceso global de la elaboración de cerveza. 

MALTA + ADJUNTO_ Morlenda 
AGUA 

Tina de maceración -- Cocción 

j 
TIna de clarificación 
o !iIIrado de la pasta , 

MOSTO 

• Ebullldor 

i 
Separador de torbellino 

¡ 
Refrigerador 

j 
Fermenlador 

j 
CenHlfuga 

j 
CERVEZA 

¡ 
Refrigerador 

j 
Almacenamiento en rrla 

¡ 
Filtración 

! 
Empaquetado 

FlK· 1.4. Resumen de los proceso que intervienen en la elaboración de cerveza. 
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qm:=l~:;~~~~ Condensador 

~=====rProducto 

PRODUCCION DE WHISKY 

"'-

Flg. 7.5. Alambique. 
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El whisky es la bebida alcohólica obtenida por destilación de un extracto 
acuoso fermentado de cebada malteada y olros cereales, y sus propiedades va
rían en función de las materias primas utilizadas y de la naturaleza de los pro
cesos de fermentación y destilación. El whisky escocés se obtiene a partir úni
camente de malta o de una mezcla de whisky de malta y de un whiskY escocés 
más ligero, obtenido a partir de una mezcla de cebada malteada y no malteada, 
no cocida. El característico aroma y sabor a turba del whisky escocés de malta 
se debe al empleo de este tipo de carbón para el secado de los granos. El whisky 
bourbon, producido en Estados Unidos, y el whisky de centeno de Canadá, se 
obtienen a partir de mezclas en las que predomina el maíz y el cen tena respecti
vamente, con malta y otros cereales como componentes minoritarios. 

Maceraci6n 

En Escocia e Irlanda se obtiene un mosto claro mediante un proceso de ma
ceración por infusión. Las técnicas de preparación del mosto son similares a 
las empleadas en la industria cervecera, excepto que se añade arniloglucosidasa, 
que permanece activa a lo largo de todo el proceso de fermentación optimizan
do la fermentabilidad del mosto. En América del Norte, debido a que los pun
tos de gelatinización de su almidón son más altos, los cereales no malteados, 
particularmente el maíz, deben someterse a un proceso de precocci6n antes de 
mezclarse con los otros componentes de la masa para su conversión enzimática, 
para lo cual se utilizan sistemas de cocción a presión continuos y discontinuos 
a temperaturas comprendidas entre 110 y 170 oC. 



146 B10TECNOLOGIA DE LA FERMENTACION 

Fn el proceso de cocción discontinuo americano, el maíz triturado se aITIUl)¡} 

'''"' agua hasta formar una pasta y se introduce en un horno agitado a una con
,'clllludón de aproximadamente un 25 oro (peso/volumen). La a-amilasa termoes-
1;ll1lc hidroJiza parcialmente el almidón gelificado (preücuefacción), reducien
UO 1 ~1 viscosidad de la pasta lo suficiente como para permitir que la agitación 
cO lllinúe. El enzima se inactiva cuando la temperatura supera los 110 oC y el 
"Imidón restante gelifica. La masa se enfría hasta 70-100 oC, dependiendo de 
la, características de estabilidad térmica de la a-amilasa empleada en la etapa 
de post-licuefacción. Cuando el almidón se ha licuado totalmente bajo la ac
dón de la a-amilasa, la temperatura se reduce nuevamente a 60 oC y se añade 
amiloglucosidasa para que convierta las dextrinas en glucosa (sacarificación). 
En los procesos continuos para la cocción y licuación del maíz se logra un ma
yor control y eficacia en el empleo del equipo. La temperatura de la masa se 
eleva a 150 oC por inyección de vapor en una cámara de cocción y después se 
enfría rápidamente hasta 80-90 oC para la postlicuación, esperando 30-60 mi
nutos antes de transferirla al tanque de sacarificación. Cuando la mezcla final 
está formada por malta y maíz, pueden combinarse en la etapa de sacarifica
ción lo que permite a los enzimas de la malta contribuir al proceso hidrolítico. 

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

Fermentación del whisky 

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

Al contrario que en las cervecerías, lo~ mostos utilizados en la elaboración 
de whisky no están lupulados. Además, no se someten a un proceso de cocción, 
por lo que la actividad enzimática se manifiesta a lo largo de la fermentación 
y la concentración de bacterias contaminantes puede ser superior. La mayoria 
de las bacterias aerobias mueren durante la fermentación anaerobia, aunque por 
otro lado, en estas condiciones pueden desarrollarse Lactobacillus y Streptococ
cus, aunque, siempre que su número esté controlado, los metabolitos excreta
dos por ellos con tribuyen a las cualidades organolépticas de la bebida; si crecen 
en exceso se observa una disminución global del rendimiento de alcohol y pue
den apar~er 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 están equipados con sistemas de refrigeración eh 
caces. la temperatura de fermentación se ajusta a 33 oc y se mantiene duralllc 
el proceso mediante enfriamiento. Sin embargo, las destilerfas que 110 di , pollcn 
de sistemas de refrigeración inician el proceso a una temperatura in rcrior, unos 
20 oC, con objeto de que durante la fermentación la temperalUra no supere los 
33 oC. Frecuentemente se considera el empleo de temperaturas inferiores al co
mienzo del proceso, cuando las levaduras están creciendo, puesto que cuanto 
más alta sea la temperatura más se retardará el crecimiento de las levaduras y 
se favorecerá el de las bacterias. Una fermentación de whisky de malta típica 
produce una concentración de etanol del 9 al 12 oro en 36-48 horas a partir de 
un mosto cuya densidad inicial es de 1.050 a 1.060. 

Dest i/aci6n y maduración del whisky 

Los alambiques se diseñan para separar selectivamente los compuestos vo
látiles, particularmente los productores de aroma, y dar lugar a compuestos que 
generan aromas a~icionales como resultado de las reacciones químicas ocurri
das durante este p~eso. Los principales componentes del alambique tradicio
nal (Fig. 7.5) son la marmita de cobre y el serpentín del condensador. Estos alam
biques, que proporcionan un grado pequeño de rectificación, se utilizan exclu
sivamente para destilar whisky de malta escocés y la mayor parte del whisky 
irlandés y dan productos ricos en ésteres, aldehídos y alcoholes superiores. Los 
alambiques continuos se emplean generalmente en el procesado del whisky de 
grano y disponen de dos columnas, denominadas analizador y rectificador. La 
alimentación, precalentada, se vaporiza en el analizador y la mayor parie del 
agua y las substancias menos volátiles 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
rante el tiempo marcado por la ley, aunque puede prolongarse más cuando se 
quiera obtener un producto de más alta calidad. Durante la maduración, se pro
ducen diversas reacciones físicas y químicas, entre las que se incluyen la extrac
ción de los componentes de la madera, la oxidación de los productos destilados 
y de los extractos de la madera, y la interacción de los diversos componentes 
del destilado con los extraídos de la madera. La etapa final consiste en la mez
cla de whiskies madurados para conseguir diversos productos individuales. 

ELABOAACION DEL VINO 

El proceso de prod ucción del vino blanco se basa en el prensado de la uva 
y la separación de las pepitas y las pieles del jugo-mediante prensas de tornillo 
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o hidráulicas con objeto de obtener un moslo claro para lu fenneOlación, al que 
,e u~ade dióxido sulfuroso, que inhibe los enzimas oxidantes y el crecimienlo 
oc microorganismos indeseables. El mosto prensado se libera de material pani
cu lado mediante centrifugación, filtración o sedimentación, Y se inocula con 
lwuduras del vino a lemperaturas inferiores a 20 oC. Durante el proceso de fer
mentación la temperatura va ascendiendo, pero no debe superar los 36-38 oC 
para no matar las levaduras. Cuando finaliza la fermentac ión, se obtiene una 
concentración de etanol del 8 al 15 "lo en vo lumen. El vino se separa de las leva
duras, se clarifica, se estabiliza y se almacena. 

En el caso 'del vino tinto, la fermentación del mosto se lleva a cabo con las 
pieles duránte 3-10 días o más, utilizando las uvas prensadas como material de 
partida, y manteniendo una temperatura de 20-30 oC, que impida .una excesiva 
éxtracción de tanino, ya que el etanol producido acelera la extraccIón de color. 
El color también puede extraerse mediante un tratamiento corto de las uvas pren
sadas a temperatura elevada, 85 oC, lo que usualmente da lugar a una menor 
extracción de lanino. En el caso del vino tinto, donde es deseable una fermenta
ción maloláctica, puede retrasarse la separación del vino y las levaduras, dan
do lugar a la liberación de algunos aminoácidos mediante autolisis, que favore
cen el crecimiento de las bacterias responsables de la fermentacIón sec undarta. 

Para la clarificación inicial del vino se utilizan filtros de tela y rej illas gran
des, y después el vino bruto filtrado se refina mediante f10culación y absorción 
de los sólidos suspendidos y se filtra nuevamente con un filtro de placas. A con
tinuación se deja envejecer en tanques durante periodos comprendidos entre unas 
pocas semanas Y hasta dos a~os antes de ser embotellado; durante este tiempo 
se producen algunas reacciones químicas, por ejemplo, de oxidación Y 

esterificación . 

Fabricación del qneso 

La fabricación de productos lácteos madurados por microorganismos ocu
pa el segundo lugar, después de la producción de bebidas alcohólicas, entre las 
industrias que se basan en procesos microbiológicos. Aunque tanto los quesos 
duros como los blandos son quizás los productos lácteos más importantes ela
borados con la acción de microorganismos, también existen otros productos sig
nificativos, como el yogur, la crema agria, la mantequilla, la leche ácida, el ke
fir, el koumiss Y la leche al estilo búlgaro. En esta sección vamos a tratar de 
la fabricación del queso. 

FERMENTAC10l"ES DE l..OS AL IM EI"TOS 

Las etapas generales en la elaboración del queso son: 

(1) Tratamiento previo de la leche 
(2) Coagulación 
(3) Separación de la cuajada sólida y del suero líquido 
(4) Moldeado de la cuajada 
(5) Maduración del queso 
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En general, para la elaboración 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 producción excesiva de gas y con el desarrollo de aromas 
desagradables. Algunos enzimas de la leche pueden inOuir en la elaboración del 
queso yen su calidad; por ejemplo, la lactoperoxidasa inhibe algunas bacte~ias 
lácticas importantes en la fabricación del queso; las Iipasas y las proteasas pue
den modificar el aroma, sabor y propiedades reológicas del queso al hidroli
zar la grasa y la caseína de la leche, respectivamente. La concentración micro
biana de la leche y la actividad enzimática se reducen por pasterización. Los 
quesos couage y de crema se elaboran usualmente con leche pasterizada. La 
hOmogeneizaci6t\ de la leche, que reduce el tamaño de los glóbulos grasos, se 
emplea en la elaboración del queso de crema, en algunos quesos blandos y en 
los quesos para untar. La cuajada resultante es más blanda y generalmente se 
acelera la lipolisis y el desarrollo del aroma. Thmbién se obtienen quesos a par
tir de leche cuyo contenido de grasa se ha alterado. La nata, utilizada en la fa
bricación de queso de crema, tiene un contenido graso superior al de la leche 
normal, mientras que para el queso cotlage se emplea leche desnatada. El color 
natural del queso puede blanquearse utilizando peróxido de benzoilo, enmasca
rarse por coloración artificial, y obscurecerse mediante colorantes naturales, por 
ejemplo el annato. 

La coagulación de la leche se consigue generalmente mediante el proceso 
combinado de la reducción del pH y de la acción de enzimas. La acidificación 
se lleva a cabo mediante el empleo de cultivos «starter» lácticos que fermentan 
la lactosa a ácido láctico (véase Capítulo 6, epígrafe dedicado a los cultivos «star
ter» de las industrias lácteas). La acidez reduce la solubilidad de las caseínas 
a medida que el pH se aproxima a 4,6, su pH isoeléctrico, y acelera la coagula
ción enzimática del queso. La reducción posterior del ácido favorece la sinéresis 
del suero (extracción) de la cuajada y controla el desarrollo de la flora micro
biana indeseable. Además, tanto los ácidos como otros metabolitos producidos 
por los cultivos lácticos contribuyen al aroma y sabor del queso. Los enzimas 
que cuajan la leche se caracterizan por su capacidad para hidrolizar especifica
mente la fracción .-casema de la leche sin atacar a las otras fracciones mayori
tarias de la caseína. La .-casema estabiliza las micelas de caseína de la leche 
frente a la presencia de iones calcio en una suspensión coloidal, por lo que la 
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Iihcración hidrolitica de un macropéptido de la K-caseína bajo 111 "CClÓ" del cn
lima, descstab il iza la micela haciéndola que coagule. 

los enzimas adecuados para la fabricación del queso deben tencr una rc\a
dón de cuajado frente a actividad proteo lítica general elevada para impedir el 
C~ccso de degradación enzimática que podría reducir el rendimiento. Los enzi
llla\ más utilizados con este objetivo son el cuajo de ternera, extraído del cuarto 
cMómago de las terneras, una mezcla al 50 % de cuajo de ternera y pepsina por
cina, y los cuajos microbianos, producidos sobre todo por Mucor miehei. la coa
gulación de la leche se puede acelerar incrementando la temperatura hasta 45 oC, 
o retardar con temperaturas menores. la hidrólisis de la K-caseína puede sepa
rarse de la etapa de coagulación enfriando el cuajo y calentando posteriormen
te la leche hasta conseguir que coagule; esta técnica se utiliza en los procesos 
continuos de elaboración de queso. 

Después de la coagulación, se separa la cuajada sólida del suero líquido, 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 lácticas y también utilizando diversas técnicas de 
separación física. 

Durante el proceso de maduración del queso tienen lugar una gran variedad 
de reacciones, que conducen al desarrollo del aroma y sabor. En algunos casos, 
son microorganismos específicos, por ejemplo, Propionibacterium (queso sui
zo), Penicillillm roqueforti (azul), o Penicillium camemberti (carnembert), los 
que proporcionan el aroma y sabor, en tanto ~ue en otros son los enzimas, por 
ejemplo, las esteras as pregástricas, (Romano y Provolone) las que más contribu
yen a estas propiedades. Otros, como los Cheddar y Gouda, dependen de la cOm
binación de diversas reacciones complejas de maduración. 

En la Figura 7.6 se muestran los procesos generales seguidos para la elabo
ración del queso, aunque, nat uralmente varían de un tipo de queso a otro. 

Fabricación del pan 

La mayor parte del pan se obtiene mezclando harina, especialmente de tri
go, con agua, algún 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 oC con objeto 
de impulsar la fermentación de los azúcares de la masa por las S. cerevisiae, 
fo rmando alcohol y dióxido de carbono, cuyÍls burbujas quedan atrapadas en 
la masa. Después de la fermentación, el proceso de panificación de la masa eva-
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pum el eLanol pero no elimina las burbujas de gas, que permullecen ell ellu con
I"buycndo a la Lextura característica del pan . El resulLado global de la rermen
lodón por levaduras consiste en el hinchamiento de la masa, la modificación 
de la e Irucrura del gluten, el desarrollo de una textura ligera y esponjosa y la 
""urición del aroma y sabor del pan. Entre los azúcares fermentables de la ma
'1I e encuentran la sacarosa alladida as! como la glucosa y la maltosa, produci
d., a partir del almidón bajo la acción de los enzimas a- y /3-amilasas del cereal 
O de la a-amilasa fúngica añadida. Los principales métodos de elaboraciÓn 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 fermentación se produce en el conjunto. 

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

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

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

Los métodos sin fermentación de la masa se basan en procesos de amasa
do/ aireación 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 cen teno carece 
de elasticidad y las bacterias ácido láctico acidifican la masa, haciéndola más 
apta para panificación, en tanto que la fermentación con levaduras la hace hin
charse. Los enzimas, provenientes de los microorganismos contenidos en la ma
sa agria, degradan los pentosanos y las proteínas del cereal disminuyendo la vis
cosidad de la masa de centeno, y los ácidos láctico y acético producidos durante 
la fermentación confieren un aroma y sabor característico 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 más importantes se encuentran los procesos de pro · 
ducción 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 prcdlllllllUlIllC· 
mente en Japón, denominada «koikuchil., se obtiene por fermentación de una 
mezcla de soja y trigo, que da lugar a una salsa con fuerte aroma y color marrón- / 
rojizo obscuro. El proceso consiste inicialmente en una fermentación primaria 
de una mezcla al 50 '70 de soja cocida al vapor, empapada y trigo tostado y tri
turado, con un nivel de humedad del 27 al 37 '70, que se extiende en bandejas 
y se incuba con Aspergillus oryzae, que tiene actividad amilotítica y proteotíti-
ca elevada, durante 2 ó 3 días a 25-30 oc. Después de añadirle agua salada, pa-
ra hacer que el contenido de sodio alcance el 18 OJo, la masa O «moromi» se trans
fiere a tinas grandes donde se produce la fermentación secundaria, con bacte
rias halofílicas y levaduras osmofilicas; el proceso tiene lugar a una temperatu-
ra de 35-40 oC, con agitación intermitente, y el tiempo de fermentación oscila 
entre 2 y 12 meses. Al finalizar esta fermentación secundaria, se recupera la sal-
sa líquida y se pasteriza. Los enzimas producidos en la fermentación primaria 
o fermentación «kojil, hidrolizan las proteínas a péptidos y aminoácidos libres 
y convierten el almidón en azúcares simples. Estos productos de ruptura son 
a su vez metabolizados por otros microorganismos, produciendo diversos com
puestos aromatizantes y saborizantes. Utilizando inóculos de levaduras, bacte
rias y hongos puros el proceso de fermentación 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 utilización en sopas y salsas. En Japón, el producto, denomina
do miso, se elabora en la actualidad a gran escala, mediante un proceso que 
implica inicialmente la fermentación 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 oC durante apro
ximadamente dos días. A continuación el material se mezcla en recipientes con 
soja empapada y cocida al vapor en una relación 1:2, y se añade cloruro de so
dio para dar una concentración del 4 al 13 OJo. 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 duración de la fermentación. 

la producción de tempeh se basa en una fermentación en bandejas de soja 
remojada cocida al vapor inoculada con Rhizopus oligosporus, e incubada a 
30-38 oC 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 fermentación del vinagre de alcohol (white spirit) 
consiste usualmente en etanol purificado diluido. Los vinagres de vino, sidra, 
malta y arroz se obtienen pOr fermentación alcohólica de zumos de uva, man
zana, cebada malteada y arroz, respectivamente. La fermentación del vinagre 
requiere también una fuente de nitrógeno y una combinación apropiada de mi
nerales y con frecuencia es necesaria la suplementación 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 producción comercial de 
vinagre, es un fermentador provisto de deflectores, cuyo fondo contiene una tur
bina de cuerpo hueco que gira a 1.450-1.750 rpm, cuya rotación hace que el aire 
sea succionado a través del rotor hueco y se distribuya radialmeme a lo largo 
de toda la sección trasversal del fermentador. 

Los procesos comerciales típicos, que producen ácido acético del 12 al 15 OJo, 
se llevan a cabo de forma semicontinua. Las concentraciones de alcohol y de 
ácido acético al comienzo del ciclo son del 7-10 OJo y del 5 OJo respectivamente; 
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Aa- 7.8_ Sección de lID acetatOr Frings (reproducido con permiso de Greenshields, 1978). 
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la fermentación se efectúa entre 27 y 32 ·C hasta que la concen lración de nlCl> 
hol desciende al 0,1-0,3 OJo, momento en el cual se descarga una parle del vinn 
gre (aproximadamente la tercera parte) y el recipiente se vuelve a llenar con una 
mezcla que contiene del O al 2 OJo de ácido acético y del 12 al 15 % de etanol 
y el ciclo se repite. Un alcalógrafo mide la concentración de etanol y hace que 
las operaciones de descarga y llenado se puedan llevar a cabo automáticamente, 
sin interrupción del proceso de aireación/ mezclado de forma que impida el ago
tamiento total del etanol en el caldo de fermentación. El mezclado rápido conti
nuo es esencial para minimizar los gradientes de concentración. Los tiempos 
del ciclo varían de 24 a 48 horas. 

Las bacterias acidoacéticas, que oxidan el etanol a ácido acético y pueden 
existir a valores bajos de pH, pertenecen a los géneros Acelobacler y Glucono
bacler, 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 función de que toleren 
una acidez elevada y de que las velocidades de producción de acetato sean aItas. 
Estas bacterias son extremadáinente sensibles y se mueren en ausencia de oxíge
no y etanol y también resultan dañadas a gradientes de concentración de etanol 
y acetato. La sensibilidad a la falta de oxígeno aumeDla a medida que lo hace 
la concentración total de ácido acético más etanol. No obstante, con una airea
ción suficiente, puede conseguirse una utilización del 80 OJo de oxígeno sin pro
ducir efectos ~dversos en la fermentación. La sobreoxidación, esto es la conver
sión de ácido acético en CO, y H,O puede impedirse manteniendo la concen
tración de ácido acético por encima del 6 OJo e impidiendo el agotamiento total 
del etanol. 



Capítulo 8 

Compuestos químicos 
industriales 

Compuestos químicos orgánicos 

En la actualidad casi todos los compuestos orgánicos se obtienen a partir 
del petróleo y el gas natural. Los problemas asociados con esta dependencia in
cluyen la fluctuación de los costos del petróleo, la incertidumbre del suministro 
y finalmente la preocupación por el agotamiento de estos combustibles fósiles 
no renovables. A medida que las reservas de petróleo se van agotando y su pre
cio se eleva, las compañías petrolíferas van derivando hacia el carbón como fuente 
principal de recursos químicos y de producción de energía. La mayoría de los 
esquemas de procesos de obtención de compuestos químicos a partir del petró
leo pueden ajustarse fácilmente al empleo de carbón como materia príma y en 
consecuencia en la industria química no se necesitarán inversiones importantes. 
Sin embargo, puesto que el carbón, al igual que el petróleo, es una fuente no 
renovable, es de esperar una transición gradual hacia el empleo de biomasa co
mo materia prima que solucione a largo plazo los problemas asociados con el 
agotamiento del petróleo y del carbón. 

Actualmente, el etanol se produce mediante fermentación, para utilizarlo co
mo combustible y como materia prima química, en Estados Unidos y Brasil, 
a partir de materias primas como el almidón de maíz y de la caña de azúcar, 
respectivamente. Aunque hay campo para la expansión de procesos que utilizan 
recursos basados en el azúcar y el almidón, su empleo a gran escala para la 
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producción de compuestos químicos y de energía crearía tensiones en el sumi
nistro mundial de alimentos. El uso extensivo de biomas.a para la producción 
de energía y de compuestos químicos dependería más probablemente de la ligo 
ºocelulosa como materia J?rima. 42i~asa~.l~'!!!' de recurSQli tiene una 
desventaja inherente puesto que el rendimiento energético por unidad de peso 
es de aproximadamente 1/3 del del petróleo, por lo qu~ en consecuenGia~ 
costos en el transporte de la biomasa hasta las plantas de procesado químico 
podrían ser significativos . -

Las materias primas transformadas por conversión microbiana en compuestos 
químicos útiles deben ser sometidas a diversos pretralamienJ9s antes de some
terlas a la fermentación. Por ejemplo, el jugo de la cafia de azúcar se extrae 
mediante técnicas de molienda y lavado, la preparación de los cereales para su 
fermentación implica operaciones como la molienda, el amasado, el calenta
miento y la conversión del almidón en glucosa mediante licuefacción y sacarifi
cación enzimática. La biomasa de lignocelulosa requiere un pretratamiento más 
drástico, así como procedimientos de hidrólisis. Los métodos de pretratamiento 
comunes para eliminar la lignina y exponer la celulosa cristalina, que incluyen 
el empleo de ácidos, bases, vapor y procedimientos mecánicos, aumen tan signi
ficativamente los costos de procesado. Los procesos de biodeslignificación me
diante microorganismos como el Chrysosporium pruinosum, pueden eliminar 
en principio la ligoina, aunque las velocidades comunes de actuación microbia
na son demasiado lentas para ser económicamente rentables. Además, la estruc
tura cristalina de la celulosa la hace más difícilmente atacable por los ácidos 
y por la hidrólisis enzimática que los polisacáridos como el almidón, por lo que 
el desarrollo de procesos biotecnológicos mejorados para la producción y apli
cación de celulasas está considerado como un requisito previo para la utiliza
ción eficaz de la lignocelulosa como recurso: 

En la Figura 8.1 se muestran las rutas metabólicas para la producción de 
diversos compuestos químicos mediante fermentación. Las fermentaciones co
rrientes viables comercialmente incluyen procesos de producción de etanol, áci
do cítrico, ácido glucónico, ácido ilacónico y ácido láctico. En el pasado las 
fermentaciones industriales se utilizaron para la producción de acetona, buta
nol, glicerol y ácido fumárico, aunque en su manufactura se utilizan en la ac
tualidad comúnmente más rutas químicas, más baratas, basadas en el petróleo. 
Se están realizando investigaciones acerca del desarrollo· de la fermentación 
acetona-butanol con vistas a bacerla económicamente rentable, en tanto que otros 
procesos de fermentación para la producción de ácido acético y 2,3-butanodiol 
como fuentes de compuestos químicos tienen un potencial comercial real. 
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HI. 8.1. Ruta metabólica para la biosintesis de diversos productos Químicos (reprodu
cido con permiso de Ng et al., 1983). 

PRODUCCION DE ETANOL 

El uso de procesos de fermentación para la producción de alcohol industrial 
tiene varias ventajas: 

• La tecnologfa necesaria existe ya actualmente" 
• Los alcoholes se pueden obtener a partir de fuentes renovables 
• Pueden utilizarse como substratos desechos y ciertos productos agríco

las no comestibles 
• Los procesos de recuperación son relativamente simples 
• Los combustibles alcohólicos se queman más 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 "l. en peso), con aplicaciones quimicas, cos' 
méticas y farmacéuticas. En aplicaciones químicas especiales se utiliza etanol 
anhidro (99,8 "l. en peso), y como combustible para el gasohol (véase después) 
se emplea alcohol casi anhidro (99,2 "l. en peso). La mayoría de las veces se 
utiliza exclusivamente la destilación como medio de recuperación del etanol, me
diante columnas simples en una o dos etapas con una sección de extracción y 
otra de rectificación, con lo que se produce alcohol con una concentración de 
etanol de hasta el 95,7 OJo en peso, condiciones en las que el agua y el etanol 
forman una mezcla azeotrópica con volatilidades idénticas. La producción de 
alcohol anhidro requiere generalmente la adición de un tercer compuesto quí
mico, por ejemplo el benceno, que altere el equilibrio de la destilación. 

Las principales fuentes de carbohidratos para las fermentaciones destinadas 
a obtener etanol son los azúcares de la rell)QillclllL~la caña, ,l:Llimilió.n de los 
cereales y las raíces, la.celulosa de la madera y los desechos .y subproductoule_ 
otros"procesos como las aguas sulfitadas de la industria papelera yelJao=
W. Actualmente, el 95 "l. del alcohol mundial obtenido por fermentación se pro
duce ª-Jlar(jr de las hexosa~ mediante~~vi,siae. Los aspectos biológicos de 
la producción de alcohol a partir de S. cere:visiae han sido discutidos en el Capí
tulo 7. Debido al interés en la utilización de hemicelulosa, también están siendo 
investigados algunos posíbles procesos de fermentación para la producción de 
etanol a partir de pentosas. Aunque las cepas de Saccharomyces no metaboli
cen la xilosa, existen otras levaduras que pueden convertir la xilosa en etanol 
y lactato. También se está investigando la capacidad de Clostridium thermosac
clrarolyticum, Thermoanaerobacter ethanolicus y otras bacterias termofílicas para 
ser usadas coma fermentadoras de las pentosas. Aunque los organismos estu
diados hasta ahora producen cantidades excesivas de productos laterales inde
seables o únicamente producen concentraciones bajas de alcohol, su capacidad 
para fermentar a temperaturas más altas puede permitir la recuperación conti
nua del alcohol, reduciendo así los efectos inhibitorios del producto final. Las 
bacterias Z)!momonas mpbilis también tienen interés puesto queJ:onvieJtJ:.~ 
gillg)sll.J:llJ:.!.anol con un [~ndimientQ del 5 al JO "l. mayor que la mayJ.lI@.Jle 
las levaduras; sus Jl!:svt;!]tajas son su baja tolerancia al alcohol y su ~l!tl\o 
tamaño, que 'hace difícil lit' separación de las células. También tiene interés el 
empleo de especies de Clostridium termorresistentes, como e thermocellum y 
e thermohydrosulfuricum, que convierten la celulosa en etanol. Thmbién se es· 
tán investigando métodos enzimáticos, físicos y químicos para la conversión de 
materiales celulósicos y hemicelulósicos en azúcares fermentables. 

La tecnología para el empleo de alcohol como combustible data de los alias 
veinte cuando se diseM el modelo T de Henry Ford, de tal forma que podía 
funcionar con alcohol, gasolina o cualquíer mezcla de los dos. Sin embargo, 
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el alcohol no ru~ utilizado como combustible de mOIOres hasta los (11)0, , ctCIlI:l 
cuando los precIos del crudo se elevaron dramáticamente. El súbito incremento 
de los prec.IOS del petróleo, junto con la limitada disponibilidad de lo. recursos 
fósiles, estImuló la búsqueda de nuevas fuentes de energía, iniciándose proyec' 
tos para la evaluaclOn y desarrollo de una gran varíedad de tecnologías que apro
vechasen otros tipOS de energía, corno la solar, la eólica, la geotérmica o la de 
las mareas. El empleo de energía solar para transformru:,el CO, en biomasa me. 
dl_a~te foto~lOteSlS y el uso de microorganismos para convertir los azúcares de 
la blomasa en alcohol etílico encuentran así aplicación inmediata. 

En USA se introd~jo una gasolina con ellO "lo de alcohol, denominada ga
sohol, y su producctOn fue estimulada por el gobierno federal reduciendo los 
Impuestossobre esta mezcla. El objetivo del gobierno de USA era el conseguir 
una capacidad de prodUCCión de fermentación de 1,8 billones de galones anua
les a mitades de los ochenta. Brasil, el Líder mundial en la producción de alco. 
hol por fermentación, produjo 1,4 billones de galones en 1981-2 y se fijó una 
mera de 3 billones de galones anuales para 1987. 

El Programa gasohol \ 

En 1986, la capacidad de prodUCCión en USA alcanzó los 760 millones de 
galones anuales, con la esperanza de que el objetivo original de 1,8 billones de 
galones an~ales Se alcanzase en 1990. Debido al.reducido efecto como contami
nante medIOambiental del etanol, en este país se produjo una fuerte presión a 
favor de que todos los automóviles empleasen gasohol, lo que exigíría una ca. 
pacldad de fermentación de etanol de 8 billones de galones/año. También en 
Canadá ha experimentado cierta expansión la producción de alcohol como 
combustIble. 

La principal materia prima para la producción de alcohol comb.ustibk.en 
E.stados Urudos es el maíz, que se somete a prQcesps de..fermentación 'centinuos 
o disconU[luQ.s, can procedimientos de cocción continuos en los dos casos. En 
la Tabla 8.1 se deSCribe un proceso de fermentación discontinuo típíco. La po
b.laclón de levaduras es usualmente de 2 X lO' por mI y el tiempo de fermenta
ción es de unas 48 horas. Algunos de los principales productores de alcohol de 
~tados Urudos emplean procesos de fermentación continuos, en los que el maíz 
humedo se muele y procesa con objeto de obtener un mosto libre de sólidos. 
Mediante el empleo de levaduras floculantes y una etapa de reciclado de éstas 
se consigue una población de 6-8 x lO' levaduras por mI y la fermentación s~ 
completa en 10-18 horas. 

Programa nacional brasileflo para el alcohol 

El. Programa N~cional Basileño para el Alcohol fue iniciado en 1975 para 
redUCir la ImportaCIón de petróleo y para substítuir total o parcialmente la ga-
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Tabla 8.1. Procesos de fermentación discontinuos típicos para la producción 
de clanol a partir de maíz 

(n) Moli~nda del maíz hasta un tamaño comprendido entre 1/ 8 y 3/ 16 de pulgada 
(b) AdIcIón de agua en una relación agua: mafz de 3·4:1 en peso 
(e) Pre!icuefacción de La masa mediante a-amilasa termoestabJe de BacWus licheniformis 

a 60·66 oc durante 20-30 miu 
(d) Gclificación completa del almidón de maíz elevando la temperatura por encima de 

150 oC durante 5·10 min 
(e) Post-licuefacción del almidón mediante una segunda dosis de OI-amilasa termoesta

blc, y después reducción de la temperatura de la masa a 85 oC 
(f) Enfriado de la masa hasta 32 oC y trasferencia al fermentador 
(g) Adición de amiloglucosidasa y levaduras a la masa para inkiar s imultáneamente 

la sacarificación del almidón y la producción de alcohol en el fermentador 
(h) Recuperación del alcohol después de un tiempo de fermentación de aproxima

damente unas 48 h 

soli~a por elanol anhidro. El programa incenlivaba a la empresa privada para 
que mcrementase la producción de cultivos agrícolas energéticos y los transfor
mase en substitutos del petróleo y materias primas para el sector químico. El 
etanol se produce exclusivamente a partir de la fermentación de la caña de azú
car. El Centro Técnico Aeronáulico Gubernamental diseñó un motor de ciclo 
Otto para que funcionase con etanol y transfirió la tecnología a la industria 
del automóvil, a la vez que se establecieron incentivos económicos que favore
cían a los automovilistas que utilizasen exclusivamente alcohol como combusti
ble. Estas medidas políticas dieron como resultado un drástico incremento en 
el uso tanto de etanol puro como de gasohol como com bus tibies para motores. 
La reducida utilización de petróleo crudo para su refinado dio lugar a la esca
sez.<n el suministro de gasoil, por lo que se necesitaría un programa de substi. 
tuclón de este combustible, posiblemente también por etanol. 

Las partes del programa implican la mejora de la eficacia de la producción 
de calla de azúcar, la etapa de fermen tación del alcohol y el reciclado de los 
desechos. Las estralegias adoptadas fueron las siguientes: 

(i) F;ficacia en la producción de calfa de azúcar. Los problemas planteados 
por la baja productividad de la calla de azúcar hicieron que la agricultura se 
encamlOase hacia el cultivo de mejores variedades, perfeccionando también las 
labores agrícolas y controlando los daños producidos por las enfermedades y 
los tnsectos. Se supone que con una buena práctica agrícola pueden obtenerse 
rendimientos de hasta 761ln de caila por Ha, recogiendo 3 cosechas cada 4 allos 
con lo que se obtendría una productividad media de 55 Tm/ Ha/ailo. El emple~ 
de nuevas variedades de plantas hizo que se esperase un incremento de la pro-

OMPUESTOS QUIMICOS INDUSTRIALES 

ductividad anual media de hasta 80 Tm/ Ha, y si se recogieran 4 cosechas cada 
5 años el rendimiento ascendería a 101 1ln/ Ha. Thmbién se espera que la canti. 
dad de azúcares fermentables contenidos en la cosecha aumente a lo largo de 
15 años desde el 13,5 % hasta el 17 "l •. Además, se cree posible mediante la lile, 

jora del diseño de los molinos, incrementar la eficación de la extracción del 91 
al 97 %. 

(ti) Producción de alcohol. La estrategia para mejorar las operaciones de des
tilación y fermentación, que diera como resultado una instalación más pequeña 
y Wla inversión menor, consistió en ampliar el periodo de operación de estos 
procesos desde los 150·180 dias de la estación de cosechado y molienda hasta 
200-300 días, mediante el empleo de nuevos métodos mejorados de almacena
miento de la caña de azúcar y de las melazas. Elevando el control de la tempera
tura y del pH y evitando las infecciones, podría esperarse que la eficacia de la 
fermentación se incrementase del 85 al 91 %. 

(iii) Tratamiento de los desechos. Los desechos industriales más importan
tes de la producción de alcohol a partir de caña de azúcar 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 el contenido de potasio para evitar trastornos intestinales) y como mate
ria prima para la producción de metano. El bagazo se emplea como com busti
ble generador de vapor. 

En Brasil, aproximadamente la mitad de las plantas de procesado de alco
hol emplean como materia prima directamente caila de azúcar. El jugo de la 
caila se recupera mediante un proceso de molienda que consiste en el cortado, 
molido y laminado para romper las células y exprimir el jugo, que contiene del 
12 al 16 % de sacarosa. La solución azucarada, suplementada con los nutrien
tes necesarios, se inocula con levaduras, alcanzándose una productividad de eta
nol máxima en 14-20 horas en WI proceso discQJJ.J.in.up. Usualmente operan va
rios fermentadores de forma escalonada para suministrar una alimentación con
tinua a la planta de destilación . La mayoría de las destilerías brasileñas emplean 
el proceso «MeUe Boinot», basado en la recuperación centrífuga de las levadu· 
ras vivas (usualmente del 10 al 15 % en volumen del líquido total) y su reinocu
lación en otros fermentadores. 

PRODUCCION DE ACIDO CITRICO 

El ácido cítrico, ampliamente distribuido en la naturaleza, se utiliza desde 
hace tiempo en la manufactura de bebidas refrescantes como acidulaJ)te, como 
auxiliar en la fabricación de mermeladas y como aditivo general en las indus
trias de repostería. Inicialmente se extrajo del zumo de limón, posteriormente 
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se sintetizó a partir de glicerol y de otros compuestos químicos y finalmente, 
(""suc 1923, se obtiene por fermemación industrial. En 1933, la producción mun
dí nlanual superó las 10.000 Tm , de las cuales, más del 80 % se obtuvieron por 
ferll1 entación . ConJa subslitución d!' lo~ polifosfatas por s-citr<!!p_ d .. sQdio en 
10\ c1etergentes..en 1970, el mercado anual creció rápidamente y act ualmente se 
c~ tiIl1 a que se producen exclusivamente por fermentación unas 300.000 Tm. [ni
cialmente se ulitizaron métodos_de cultivo en superficie con Aspergillus niger; 
después de la segu nda guerra mundial se introdujeron procesos de culti~ 
mergidos también con A. niger y aproximadamente en 1977 se comercializó un 
proceso de cultivo sumergido con levaduras del género Candida. 

En la Tabla 8.2 se muestran las principales características de los procesos 
industriales empleados en la producción de ácido cítrico. Actualmente aún se 
utiliza ampliamente el cultivo en sugerficie con A. niger, uesto gue _a.unque 
es un proceso que requiere más trabajo que el de cul tivo sumergido, las necesi
dades_energéticas son menores. En los procesos sumergidos se prefier~lermen
ladores agitados por aire, que permiten utilizar recipientes de mayor tamaño, 
ya que este producto es de un volumen de producción alto entre los obtenidos 
por fermentación. ld.!!!~~ guma más utilizadapara la producción de citra
to SOn las molasas, cuyo mayor problema consiste en la gran variabilidad del 
material. En las ferment aciones sumergidas con A . niger las concentraciones 
elevadas de azúcar estimulan la producción de citrat.o .obteniénd.ose rendimien
tos bajos cuand.o la concentración de azúcar es inferior a 140 kg m - J . En gene
ral , se suministra nitrógeno a una concentración de 0,1-0,4 g 1- 1. La adición 
de NH: durante la fermentación aumenta Ja producción de citrato. 

La producción de ácido citrico con A. niger es extremadamente sensible a 
la concentración de iones rvrn2 + • de forma que su producción se ve ya drástica
mente reducida a un nivel de manganeso del orden de 3 mg 1- l . 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 absorción por las células. Las condiciones 
deficientes en manganeso también favorecen la producción de pequeños gránu
los micelianos con superficies lisas y compactas, característicos de las buenas 
fermentaciones fúngicas de citrato. Cuando la concentración de manganeso 
aumenta, la morfología fúngica se vuelve filamentosa, incrementando drástica
mente la viscosidad del cultivo y disminuyendo rápidamente de forma conco
mitante la tensión del oxígeno disuelto. Como la producción de ácido cítrico 
necesita oxígeno, la velocidad de producción de ácido aumenta a medida que 
aumenta la cantidad de oxígeno disuelto. Además, una corta interrupción del 
suministro de oxígeno puede conducir al cese irreversible de la producción de 
citrato. Para la biosíntesis de citrato es esencial mantener el pH por debajo de. 
2,0, puesto que a pH superiores, el A . niger acumula ácido glucónico en vez 
de citrato. 

COMP UESTOS QUIMtCOS tN OUS1 RtALES 

~ bl 8 2 Fermentaciones industriales de ácido cítrico .a a . . 

Parámelro 

Tipo de 
fermentación 

Producción, 
fermentador, 
¡nóculo 

~rmentación pH 

Temperatura 

Aireación 
(función)" 

Medio 

Pretratamientos 
del medío 

Olros datos 

Aspergillus 
lIiger 

Aspergillus 
niger 

Ca/ldida 
guifliermolldii 

Cultivo en super
ficie, profundi
dad 0,05-0,2 m 

Cultivo sumergido, Cultivo sumergidQ, 
reactor tipo tanque rcactor tipo tanquc 
con agitación de con agitación de 
40-200 mJ , reactor 40-200 mJ

, reactor 
agitado por aire agitado por aire de 
con 200-900 m' 200-900 m' 

Corlidia/esporas 
ca. 150 mg o 
2 X 10' 
esporas/ mJ 

ln6culo vegetativo 
preparado en el 
fermentador de 
siembra o inocula
ción de esporas 
directamente 

Inicialmente 5,0-7,0 para la germinación! 
crec-imiento de A. niger. Caída por 
debajo de 2,0 para la fase de produc
ción de citrato 

30 oC 

Transferencia 
de oxígeno, 
enfriamiento 

30 oC 

0,5-1 vvm (Iransfe
rencia de oxígeno, 
mezclado en el reac
tor agitado por aire). 
Tensión de 02 ele
vada > 140 m bar. 
La fermentación 
es muy sensible 
al oXigeno 

Inóculo 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
ducción de citrato 

25 37"C 

0,5-1 vvm (transfe
rencia de oxigeno, 
mezclado en reac
tor agitado 
por aire 

Melazas o jarabes de glucosa además de nutrientes y saJes 
150 kg m - ' 140220 kg m- J hasta 280kg m- ' 

La concentración baja en manganeso 
exige que el medio se pre-trate con he
xacianoferrato o iones cobre 

El NRt estimula la producción de 
ácido cítrico 

Morfología mice
liana en forma 
de gránulos 

No se necesita pre
tratamiento con 
ic;mes metálicos 

la lirnit. de nilróge
no desencadena la 
acumulac. de ácido 

la tiamina es necesa-
ria para la arumu
lación de ácido 

.vvm = vo lumen de aire por unidad de volumen de medio por minuto 
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La producción de citrato con Candida guilliermondii difiere en varios as
pectos del proceso sumergido con A. niger. Por ejemplo, la deficiencia de man
ganeso no es 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) . Además, la limitación de nitrógeno provoca la acumulación de ácido. 
La principal ventaja del proceso que emplea Candida respecto al que emplea 
A. niger consiste en que la productividad global de la fermentación es superior, 
ya que se pueden utilizar concentraciones de azúcar más altas debido a la natu
raleza más osmotolerante de los organismos y además la fermentación es más 
rápida. 

Bioquímica de la producción de citrato con A. niger 

El proceso metabólico que conduce a la acumulación de citrato implica (a) 
la descomposición de las bexosas a piruvato y acetil CoA, (b) la formación ana
plerótica de oxalacetato a partir de piruvato y CO, y (c) la acumulación de ci
trato dentro del ciclo del ácido tricarbQ)u1ico. En este esquema no debería eli
minarse CO, durante la producción de citrato, puesto que el CO, liberado en 
la decarboxilación oxidativa del piruvato a aceW-CoA debería utilizarse en la 
conversión de piruvato en oxalacetato. El enzima clave que cataliza esta reac
ción, la piruvato carboxilasa,lo producen intrínsecamente las especies Aspergi
lIus. Las concentraciones elevadas de azúcar aumentan además la actividad de 
este enzima así como la de los enzimas glicolíticos y pueden inhibir algunos de 
los enzimas del ciclo del ácido tricarboxflico. 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 
cetoglurarato deshidrogenasa, etapa limitan te de la velocidad en el ciclo y la única 
reacción irreversible. Este enzima se inhibe al incrementar las concentraciones 
fisiólogicas de oxalacetato y NADH durante la producción de citrato. La fosfo
fructoquinasa es inhibida por el citrato, aunqúe esta inhibición puede contra
rrestarse con concentraciones intracelulares elevadas de NH/ . 

La deficiencia de manganeso reduce la actividad de algunos de los enzimas 
de la ruta de la pentosa fosfato (que podrían desviar las bexosas de la glicolisis 
'y la producción de citrato) y también inhibe el ciclo del ácido tricarboxJ1ico, 
y además perjudica el metabolismo anabólico en general, incluyendo el recam
bio de las proteínas y los ácidos nucleieas. Durante estas deficiencias, se forma 
una proteasa ácida y la reserva intracelular de ácidos nucleicos y proteínas dis
minuye con la producción concomitante de péptidos, aminoácidos y niveles ele
vados de NHt . Por tanto, en conclusión, el principal efecto de la deficiencia 
de manganeso es su impacto en el recambio proteico, haciendo que la concen
tración de iones amonio se incremente en tanto que contrarreste la inhibición 
de la fosfofructoquinasa por el citrato. 

COM PUESTOS QUIMI OS IND US1 RIAI f:!S ( JI) 

Para la rcoxidación metabólica del NADH durante la producció n d~ rtcit(o 
CÍtrico se necesita oxígeno. Durante la acumulación de citrato, un sistema rcsr l 
ratorio alternativo sensible al ácido salicilhidroxámico (SHAM), mantiene el sls 
lema respiratorio con la reoxidación del NADH, aunque sin producción conco
mitante de ATP (Fig. 8.2). El hecho de que la acumulación de ácido cítrico esté 
fuertemente inhibida por el SHAM indica la importancia de este sistema. La 
respiración sensible al SHAM depende de una tensión elevada de oxigeno y el 
sis tema se inactiva por una corta interrupción de la aireación . 

La producción de ácido glucónico con A. niger está 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 ácido glucónico a partir de gluco
sa mediante la acción 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
ción de citrato un pH inferior a 2,0. 

En resumen, la producción de citrato por A. niger se caracteriza por: 
v'. Una actividad elevada de los enzimas glicolíticos y de la piruvato carbo

xilasa inducida por los carbohidratos que conducen a la síntesis de citrat9. 
• La inhibición de un enzima del ciclo del ácido tricarboxílico que podría 

causar la descomposición del citrato. 
• La producción mediada por una deficiencia de manganeso de una con

centración elevada de NH,+ intracelular que contrarresta la inhibición 
de la fosfofructoquinasa por el citrato. 

• Una tensión de oxigeno elevada y el suministro continuo de oxigeno pa
ra mantener activa la respiración sensible al SHAM para la reoxidación 
del NADH. 

• Un pH bajo para inactivar la glucosa oxidasa. 

NADH _ Fp 

Succinato _ F p 

\ 
y OxIgeno 

/ \ Cytb-r Cytc - cv taa,~c;anu<o 
Antlmicina 

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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I'nODUCCION DE ACIDO GLUCONICO 

11 ácido [}-glucónico, los gluconatos y la [}-glucono-ó-lactona son compues-
105 :Iulmlcos no tóxicos que pueden producirse a partir de glucosa mediante oxi
dU~lón electroquímica o catalítica o por fermentación con A. niger o Glucono
/)a('/er slIboxydans, aunque en la actualidad se prefiere la fermentación. La D
¡¡Iucono-ó-Iactona se utiliza como un ácido latente en las levaduras químicas. 
El gluconato de SOdlO se usa en presencia de hidróxido de sodio como agente 
\(:cuestrante 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 (U) se utilizan a nivel farma
céutico en el tratamiento de deficiencias de calcio y de hierro. 

Proceso de fermentación del glucona/o 

El medio para la producción de gluconato de so_dio c~A. niger consíste 
en glucosa a una concentración inícia!aprOXÚIlad2-d~2s.QgJ - 1, al)'loniacoJlICL 
Q extracto de ma' como Iuente de nitrógeno y otros nutrientes. El nivel inicial 
de glucosa puede suplementarse ailadiendo glucosa a la alimentación hasta un 
valo.r t?tal de 600 g 1- '. Un nivel demasiado elevado de nitrógeno conduce al 
c.recmuento excesIvo y a la disminución del rendimiento de ácido. El..Q}j ~ man; 
uene en1re 6,0..)1 7,Qrnediante la adición de NaOH hasta que se haya consegttido 
un crecum¡ento y un nível de glucosa oxidasa óptimos. momento en el cual se 
puede permitir que el pH descienda hasta 3,5. La fermentación tiene una de
manda elevada de oxígenoy la temperatura se controla entre 30 y 33..!C. El ren
dimiento de producto suele superar el90 ",o deLrendimi.ento_leóri.co. Las fer
mentaclOnes industriales tlpicas pueden producir gluconato de sodio a una ve
I~cidad media de 10-13 g 1- 1 h - 1 para un tiempo de operación de 20-60 horas. 
SII1 embargo, como la cristalización del producto puede causar problemas al 
obtenerse con.centraciones finales de gluconato de sodio de hasta 600 g 1- ': en 
las fermentaCiones más prolongadas, suele elegirse un tiempo de fermentación 
más corto. 

En la producdón de gluconato de calcio se emplea carbonato de.calcio..para 
neutralizar al ácido glucómco y mantener el pH del medio de-fermentación po.t,. 
enCima de 3,5. Con objeto de impedir l'l.precipitación del g1uconato de .calcio. 
la cantidad de carbonato de calcio ailadida es de sólo aproximadamente los dos 
tercios deja relación estequiométrica, y el resto de la cantidad hasta completar 
la neuu·".llZactón se añade al filtrado después de laíermentación, recuperándo
se los cnstales de gluconato de calcio formados. 

El ácido glucónico libre se prepara predominantemente a partir de glucona
tO de sodio mediante intercambio iónico, El ácido glucónico en solución acuosa 
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está en equilibrio con la glucono-o-Iactona y la glucono·-y-laclona. con relaclo · 
nes que dependen de la concentración y de la temperatura. Los cristales de :lei 
do glucónico, glucono-ó-lactona y glucono--y-Iactona se separan de las solucio· 
nes sobresaturadas entre O y 30 oC, entre 30 y 70 oC y por encima de 70 "C 
respectivamente, lo que posibilita la recuperación comercial de g1ucono-ó-lactolla. 
El ácido glucónico se vende en forma de solución acuosa al 50 "lo. 

Bioquímica de la producción de gluconato 

La a-o-glucosa se convierte espontáneamente en P-D-glucosa, pero cuando 
se utiliza A. niger la reacción es acelerada por el enzima mutarrotasa. La P-D
glucosa se convierte en [}-glucono-ó-lactona bajo la acción de la glucosa oxi
dasa del A. niger. La glucosa oxidasa, una flavo proteína, se reduce al quitar 
dos hidrógenos a la glucosa y posteriormente la f1avoproteína es reoxidada por 
el oxígeno molecular, dando H,O, que es descompuesta por la catalasa. Los 
dos enzimas se encuentran dentro de los peroxisomas, evitando de esta forma 
la toxicidad del H,O, para las células durante la producción de gluconato. Co
mo ya se ha mencionado, la glucosa oxidasa es inducida por la glucosa a pH 
superiores a 4,0 y es desnaturalizada a pH inferiores a 2,0. La conversión de 
la P-D-glucosa a [}-glucono-ó-lactona por Gluconobacter suboxydans está me
diada por el enzima NADP glucosa deshidrogenasa. 

Como ya se ha dicho, la [}-glucono-ó-lactona y el ácido D-glucónico están 
en equilibrio y la conversión en ácído glucónico tiene lugar a pH neutro. Esta 
conversión espontánea es menos eficaz a pH bajos, y se ve facilitada en algunos 
procesos basados en la utilización de A. niger por la mediación de una D
glucono-á-lactonasa. Como la acumulación de glucono-ó-lactona influye nega
tivamente en la velocidad de oxidación de la glucosa, estos procesos para su 
eliminación eficaz son importantes. Aunque existe una ruta catabólica para el 
ácido glucónico formado, su descomposición parece verse retardada por las con
diciones del proceso de fabricación industrial del gluconato, en particular por 
el exceso de la concentración de glucosa y por el pH existente. 

ACIDO ITACONICO 

El ácido itacónico es un intermedio valioso para la C!.uímica de los pollmeros 
debidO a la presencia de dos grupos carboxilo y un grupo metileno. El ácido 
itacónico se polimeriza consigo mismo dando únicamente polímeros de peso 
molecular bajo, y en consecuencia se comporta mejor en los copollmeros. Tam
bién se utiliza en la síntesis de pirrolidonas y como aditivo emulsionante de 
pinturas. 
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El ácido itacónico se produce mediante cultivo sumergido ac,.o~ de As
pergilllls ler~ en un medio que contiene melazas y sales :unoniacales .
tracto de maíz como fuentes de nitrógen_03 carb2no, respecll';amente. El crecl
mienuL9ptimo de1.organism.o s consigue a un pH comprendido entre. 5 1.... 
en tamo que a pH inferiores, de 3 a 4, se alcanza una producclóILÓptun~ !t~ . 
ácido itacónico. La concentración inicial de azúcares oscila entre 100 Y 180 g 
1- ' Y el rendimiento d~productg..es del-!i5.66 OJo basado enel peso d~ carbohi
drato. El lIem o de fermentación ~s de )IDas 72 horas. Una mterrupclón, mclu
so corta de la~iÓ; puede detener de forma irreversible la producción de 
ácido ¡¡;cónico. Este ácido se produce a partir del citrato por la vía del aconita
to (Fig. 8.3). El metabolismo de la hexosa a citrato es similar al de la produc
ción de citrato con A. niger. 

ACIDO LACTICO 

Aproximadamente la mitad de la demanda mundial d~ ácido láctico se.ob
tiene mediante fermentación. Sus principales usos industnales son co~cicl.!!.:: 

Plruvato 

CO, 

Acetll CoA 

Citramalato 

j 
V Succinll CoA 

~ Succlnato 

Citramalll CoA 

Oxalacelato 

, 
/ 'SOCl1,.IO 

Citrato 

1 
Aconitato 

J[ 
Ilacan;l CoA 

~==:;; -----. Acido Itatartárico 
- .. Acido ¡lacónico 

Flg. 8.3. Ruta metabólica implicada en la producción de ácido itacónico. 
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lante. alimentario (50 OJo del mercado), y para la manll(acturu de 
estcaroil-2-lactilato (20 "lo) así como en la industriH farmacéutica y en Otrns 
aplicaciones. 

El ácido L-( + )-Iáctico se obtiene por fermentación anaerobia coo l..ocl oba· 
cillus delbruckii y cepas homofermentati.xas re!acionaQ¡¡s, El medio contiene 
aproximadamente un 15 OJo de sacarosa O dextrosa y nitrógeno en [arma com
pleja,. ~I pf!..se controla en la región de 5,0 a 6,) mediante neutralización con 
CaCO, o Ca(OH)¡, la temperatura se mantiene entre 45 y 60 oC y el tiempo 
de fermentación es de 3 a 4 días, con lo que se obtiene un rendimiento en ácido 
láctico del 90 al 95 OJo, basado en el contenido inicial de azúcar. El proceso de 
fermentación se basa en la conversión de hexosa en piruvatopor la rula de 
Embden,Meyerhof"l'amas y su conversión en L-( + )·lactato por el enzima L· 
lactato deshidrogenasa. 

GLICEROL 

El glicerol se produjo por fermentación como material para la fabricación 
de explosivos durante las dos guerras mundiales. 
~glicerol se forma e.!LCWltida~minúsculas junto con el etanol en la fer

mentación alcohólica co!l..levaWIJls. Normalmente en la producción de alco
hol, el NADH + H + formado durante la glicolisis por conversión del 
gliceraldehldo-3-fosfato en ácido 1,3-difosfoglicérido, se remuda al convertirse 
el acetaldehído en etanol. Sin embargo, la adición de bisulfito de sodio da lugar 
a la formación de un complejo acetaldehído-sulfito y el NADH + H + queda 
disponible pina la reducción del intermedio de la ruta glicolítica, la dihidroxia
cetona fosfato, a glicerol fosfato, que es desfosforilado a glicerol. Debido a que 
también se fonnan otros subproductos, el rendimiento nunca es superior al 30 OJo 
basado en el peso de carbohidrato, en 2-3 dlas de fermentación . En la Figura 
8.4 se resume el proceso metabólico. 

ACETONA·BUTANOL 

~ acetona se emplea como solvente en la manufactura de lacas, resinas, cau
chos, grasas y aceites y el butanol se utiliza en la producción de lacas, rayon, 
detergentes, liquido de frenos, arninas y como solvente general. Durante mu
chos años operó comercialmente con éxito un proceso de fermentación acetona· 
butanol, y la última industria dedicada a su producción, propiedad de National 
Chemieal Products SA, cerró hace pocos años. 
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Este proceso consiste en la fermentación anaerobia de mela,us, almidón Q 

lIIateriales brutos, con una concentración de carbohidrato del 5 al 6,5 070, me
tlianl(' cepas de Closlridium acerobutylicum, produciendo aproximadamente una 
concentración del 2 'lo de mezcla de solventes. La fermentación se caracteriza 
pl'r proceder en tres fases. La primera fase, entre 12 y 14 h, consiste en el creci
miento y producción rápidos de ácido acético y butírico, el descenso del pH 
de 6,0 hasta 4,0 y la liberación de CO, y H,. La segunda fase implica la conver
"ión de los ácidos en solventes con etincremento del CO, producido y la reduc
ción de la acidez valorable. En la tercera fase, la producción de gas y solventes 
disminuye y las células se autolisan. Un avance posterior de esta fermentación 
intenta regular el metabolismo para producir predominantemente un solvente, 
reducir el efecto tóxico de los productos en la fisiología celular e incrementar 
la velocidad de producción global y la eficacia en un esfuerzo por hacer este 
proceso comercialmente viable. 

Azucares 

1 
FrUCIOSa-' ,S·dlloslalo 

1 
Dihidroxiacetona fosfato ~ 3-fosfogllceraldehrdo 

V--NADH~ 

~NADJ---4 
o--GI ¡cerol fosfato I / 3-fosfog!lceroll 

1 
; I foslato 

, NA0 1 NADH .' ¡ 
Glicerol /, 

I I Piruvato 
I I 

I I 
I I " / Etanol -- - ...... --Acetaldehldo 

rHSOj' 
COmplelo 
acelaldehfdo-bisulflto 

.'1· 8.4. Producción de glicerol mediante una modificación de la fermentación del etanol 
por las levaduras. 
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ACI DO ACET ICO 

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 ácido acético, pero, como!!. etilenQ..~ 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
ción alternativas, incluyendo los métodos biológicos. Brasil produce ácido acé
tico por conversión química ele etanol, obtenido únicamente a partir de bioma
sao También éneñ'iiPlicación potencial los métodos de fermentación para la 
producción de acetato como materia prima química. 

En el Capítulo 7 ya se ha descrito el proceso aerobio para la producción de 
vinagre. En las fermentaciones acidogénicas anaerobias se producen una gran 
variedad de ácidos grasos volátiles. El ácido acético constituye el componente 
mayoritario de la mezcla, aunque también se producen cantidades significati
vas de ácido propiónico y butírico. Los Closlridium bulyricum producen una 
mezcla de ácido acético y butírico a partir de glucosa. Los Closlridium Ihermo
cellum y e Ihermoacelicum fermentan la glucosa y la fruclosa casi estequio
métricamente a acetato. En la acidogénesis, es imperativo suprimir los metanó
genos, asociados frecuentemente con los formadores de ácido en los cultivos 
mixtos, ya que convertirían el ácido en metano Y CO,. 

Aunque en el proceso aerobio pueden obtenerse concentraciones de acetato 
más elevadas, el rendimiento tcórico 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 conversión de piruvato en acetil CoA se asimilan justificando la ter
cera molécula de acetato formada a partir de glucosa (Fig. 8.5). Además, 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
ría y desechos de plantas de celulosa. En consecuencia, las fermentaciones ace
togénicas anaerobias pueden llegar a ser el método de elección para la produc
ción de acetato destinado a la industria química. 

2,3·BUTANODIOL 

Aunque actualmente se dispone de rutas químicas más baratas para la ma
nufactura de 2,3-butanodiol a partir del petróleo, las rutas alternativas por fer
mentación se consideran también potencialmente impotantes. Los microorga
nismos Klebsie/la oxyloca producen 2,3-butanodiol como metabolito mayorita
rio a partir de :tilosa así como de glucosa y por tanto ofrecen una oportunidad 
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FIg. 8.5. Ruta metabóHca para la producción de acetato por Closlridium 
Ihermoacelicum. 

para la conversión microbiana de substratos de bajo valor, derivados de hidroli
lados 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. 

Aunque 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 fermentación excretados por K. oxyloca, 
además del 2,3-butanodiol, se incluyen la acetoína, el etanol y el acetato, y la 
velocidad de alimentación de oxígeno puede controlar las proporciones de los 
diversos metabolitos producidos. En ausencia de oxigeno se producen cantida
des equimolecuJares de etanol y 2,3-butanodiol. El suministro limitado de oxí
geno inhibe la producción 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 fermentación a la respiración, y convirtiendo total
mente el substrato en masa celular y CO,_ En consecuencia, la variable más im
portante que influye en la velocidad de producción y en el rendimiento de 
2,3-butanodiol es la disponibilidad de oxígeno. 
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El rendimiento teórico máximo de 2,3-butanodiol producido a panir dc la 
glucosa es de 0,5 y el rendimiento real es de alrededor del 80-90 Ofo del teórico. 
Entre las desventajas del empleo de K. oXyloca se incluyen su baja tolerancia 
osmótica y los problemas de inhibición por el substrato y por el producto. En 
diversas condiciones de fermentación experimentales continuas y discon tinuas, 
se han obtenido concentraciones finales de 2,3-butanodíol de 30 a 99 g 1- I con 
productividades que oscilan entre 0,9 y 3,0 g 1 - I h - '. 

La producción de 2,3-butanodiol a partir de hexosas y pentosas se basa en 
la formación de ácido pirúvico como intermedio metabólico clave. Después, dos 
moléculas de piruvato se condensan formando aceta lato, que una decarboxila
sa transforma en acetoína, y que a su vez puede oxidarse a 2,3-bulanodíona (dia
cetilo) o reducirse enzimáticamente a 2,3-butanodiol por la acetoína reductasa. 

Acido giberélico 

Las gib\[o;linas son una de las cinco clases conocidas deJltohormonas. En
tre la gran familia de las giberelinas, el ácido giberélico (Fig. 8.6), utilizadoyara 
acelerar la pro...¡]ucción de malta, es el compuesto comercialmente más impor
tante, y se obtiene por cultivo de Fusarium monolifQ.rwe, estado imperfecto de 
los hongos Gibberella f¡ljikuroi. Inicialmente se utilizaron procesos de cultivo 
en superficie, que producian rendimientos de 40 a 60 rng/ I de ácido giberélíco 
en una fermentación que se prolongaba de 2 a 3 semanas. Actualmente las fer
men taciones comerciales se llevan a cabo en cultivos sumergidos, y se obtien.en 
unos rendimientos de 1,2 gi l de ácido giberélico en unos 6 dlas. ~~ "!edio 
de fermentª"j&.n deben darse dQS condiciones importantes, un bajo contenido 
de nitrógeno y una mezcla del"uentes de carbono. El proceso de fermentaciQ¡! 
se caracteriza por seis etapas fisiológi camente distintas (Fig. 8.7): (1) fase de la
Jencia;(2) @Se de crecimiento_sinlimitaciQn de nitrógeno con baja producción 
de giberelína, (3) ¡imitación de la g)icina~ velocidad de crecimiento celular baja 
y baja ~oducción de gi.berelína, (4) agotamiento de la glicina, catabolismo ~e 

o 

OH 
HO '-----'.." 

CH, COOH CH, "a. 8.6. Acido giberélico. 
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Fig. 8.7. Proceso de fermentación cti scontinua limitado por la glicina para la produc
ción de giberelina por Gibberellafujikuroi (reproducida con permiso de Bu'Lock el al., 
1974). 

la gluc_osa.residual, velocidad de formación de giberelina alta, (5) agotamiento 
de la glucosa, menor acumulación de giberelina, (6) lisis celular e incremenlo 
del pH. 

Oiopolímeros 

En esta sección se va a considerar la producción de dos tipos de biopolíme
ros, los polisacáridos microbianos y el poli-Il-hidroxibutirato. 

POLiSACARI DOS MICROBIANOS 

Tradicionalmente, los polisacáridos industriales se obtenían a partir de plantas 
y algas marinas. Los polisacáricos microbianos son una alternativa viable para 
Subs1ituir 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 ingeniería genética de algunos de estos organismos productores y/o la 
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regulación de las condiciones medioambientales en las que se lleva n cabo lu 
fermentación brindan la posibilidad de manipulación de las propiedades y ca 
racterísticas del producto, ampliando por tanto la di versidad de biopolimcros 
disponibles. 

La goma xantano es el único polisacárido microbiano obtenido por la fer
mentación que representa una parte significativa del mercado mundial. Su u11i
dad repetitiva básica consiste en un pentasacárido que contiene glucosa, mano
sa, ácido glucurónico, acetato y piruvato. Esta goma tiene una viscosidad eleva
da a concentraciones bajas, que es estable en un amplio rango de pH yes inde
pendiente de la temperatura y de la presencia de cationes. En solución acuosa 
y combinada con polisacáridos de las plantas forma geles estables, por lo que 
se utiliza como estabilizan te de suspensiones y para controlar la viscosidad. De
bido a sus propiedades pseudoplásticas, combinadas con su estabilidad frente 
a la temperatura ya los cationes, se emplea como lubricante. También se utiliza 
junto con surfactantes e hidrocarburos para mejorar la recuperación de aceites. 

Los alginatos se obtienen a partir de algas marinas, aunque como esta fuen
te está sujeta a una gran variabilidad, se ha considerado interesante a nivel in
dustrial el substituirlos por polisacáridos similares obtenidos por fermentación, 
por ejemplo el polisacárido de Azolobaeter vinelandii. Entre otros polisacári
dos microbianos de interés comercial se incluyen el pululano, producido por 
Aureobasidium pullulans, el seleroglucano, producido por especies de Selero
tium y el gelano, producido por Pseudomonas elodea. 

Los procesos destinados a la producción de exopolisacáridos microbianos 
se caracterizan por la elevada viscosidad del medio de fermentación, las bajas 
concentraciones de producto obtenidas y los cambios conformacionales del po
límero ocurridos durante la fermentación. El control de los constituyentes del 
medio así como de otros parámetros de la fermentación es crítico para conse
guir las velocidades de síntesis deseadas. Los estudios limitados realizados indi
can que la modificación del exopolisacárido mediante manipulación del medio 
de cultivo parece influir en el grado de polimerización más que en la estructura 
real y en la composición de la unidad repetitiva. 

En el caso de la producción de goma xantano, el contenido de piruvato co
mo substituyente se puede hacer variar del O al 75 OJo mediante una selección 
adecuada de la cepa y el medio, lo que puede influir en las propiedades reológi
cas del polímero, cuando la concentración del polímero cambia o cuando se al
teran la fuerza iónica o la temperatura del medio. Algunos medios de crecimiento 
para la producción de xantano dan lugar a la formación de mutan tes que no 
producen polisáridos, aunque esto puede evitarse mediante una elección ade
cuada del medio limitando la cantidad de nutriente para el crecimiento. En ge
neral, en la producción de polisacáridos microbianos cargados debe controlarse 
el pHi por ejemplo, el pH óptimo para la producción de xantano es de 7,0 ce-
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sando el crecimiento y la fo rmación de producto a un pll de 5,5. A lo largo 
de la fcrmentación, las propiedades del caldo cambian, pasando de ser un flui
do ncwtoniano con viscosidad baja a ser un fluido no newtoniano con viscosi
dad alta, a medida que la concentración de exopolisacárido aumenta. Estos cam
bim influyen profundamente en el mezclado y en la transferencia de masa y 
ca lor en la fermentación, por lo que el diseño y las condiciones de operación 
del fermemador deben optimizarse ajustándose a estas condiciones reológicas. 
1..<1 concentración final de xantano en los caldos de los fermentadores es de unos 
50 g. 1- I Y los rendimientos, basados en la glucosa consumida, son del 50 al 60 %. 

La mayorla de las síntesis de exopolisacáridos bacterianos se producen in
tracelularmente, mediante la vía de los azúcares, activados con un nuc!eótido. 
Los azúcares se transfieren desde el nucleótido a un lípido transportador, acti
vado por transferencia inicial de un azúcar fosfato, dando lugar a la formación 
de la unidad repetitiva de azúcar. El método exacto de elongación de la cadena 
y de extensión del polisacárido es desconocido. 

POLl -~· HIDAOXIBUTIAATO (PHB) 

La principal aplicación potencial del polH3-hidroxibutirato (PHB) es como 
substituto de los plásticos 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 oxígeno, y entonces la 
reoxidación da lugar a productos como el PHB, el etanol o el butano!' De esta 
forma el PHB es acumulado como material de reserva por una amplia variedad 
de bacterias entre ellas Alcaligenes eUlrophus, que puede llegar a almacenar el 
70-80 % de su biomasa como PHB. 

En el PHB la unidad repetitiva o monómero, el Il-hidroxibutirato, se sinteti
za a partir de dos unidades de acetil CoA; el peso molecular ideal del polímero 
oscila entre 200.000 y 300.000. La síntesis de PHB, además de estar influida por 
la concentración de oxígeno, se ve favorecida por la limitación del nitrógeno 
o el fósforo. El proceso de fermentación para la producción comercial de PHB 
debería consistir probablemente en dos etapas, una de crecimiento, sin limita
ción de oxígeno o substrato, que acumule concentraciones altas de biomasa, y 
otra de formación de producto en condiciones óptimas de limitación de nutrien
tes. Aunque la glucosa es utilizada comúnmente como substrato por los A. 
eulrophus, comercialmente seria deseable la posibilidad de utilizar substratos 
más baratos que redujesen de forma significativa los costos de producción. 
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Bioinsccticidas 

Las principales reservas relacionadas con el empleo de insecticidas quím icos 
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 (e) 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 patógenos para 
estos animales, ya que se conocen unas 400 especies de hongos y más de 90 ti
pos de bacterias que atacan a los insectos y ácaros. 

Los productos de fermentación producidos por algunas variedades de Baci
IIIIS Ihuringiensis, utilizados para controlar orugas, mosquitos y moscas negras, 
están en la actualidad ampliamente establecidos y representan aproximadamente 
el 90 % del mercado total de los bioinsecticidas . Las células esporuladas de B. 
thllringiensis contienen una proteína cristalina de peso molecular elevado de
nominada delta-endotoxina, tóxica para las larvas de los lepidópteros. Este ma
terial es digerido por las proteasas en el medio intestinal alcalino de las orugas, 
produciéndose subunidades tóxicas que parecen causar la desintegración de las 
células epiteliales de la superficie del intestino, dando lugar a la parálisis y muerte 
del insecto. B. Ihuringiensis también producen una segunda toxina, la Il-exotoxina 
o turingiensina, tóxica para las moscas caseras. Existen muchas subespecies, aun
que las Kurslaki no contienen Il-exotoxina. Las toxinas de B. Ihuringiensis varo 
israelensis son relativamente específicas frente a las larvas de los dípteros acuá
ticos, por ejemplo los mosquitos. Los Bacillus splí'aericus, que también produ
cen un insecticida potencialmente útil para el control de los mosquitos, y los 
Bacillus popilliae, patógenos del escarabajo japonés, tienen un potencial comer
cial significativo, dado que las dificultades de producción in yi/ro mediante fer
mentación parecen haber sido superadas. 

Los Bacil/us Ihuringiensis se producen por cultivo sumergido aerobio en un 
medio complejo barato, que contiene ingredientes como la harina de soja, al
midón de malz, extracto de maíz, melazas, extracto de levaduras y caseína hi
drolizada. Las condiciones de fermentación se han optimizado para conseguir 
velocidades de crecimiento bacteriano y rendimientos celulares elevados, así co
mo una eficaz esporulación con la consiguiente producción de la toxina crista
lizada. 

Los hongos infectan generalmente a los insectos a través de la cutícula, y 
su invasión depende de la producción de quitinasas, proteasas y lipasas. Los prin
cipales hongos entomopatogénicos son los Deuteromycotina entre los que se in
cluyen Beauyeria bassiana y Metarrhizium anisopliae (patógenos generales), ~r
ticillium lecanii (un patógeno de la mosca blanca y de los áfidos), e Hirsulella 
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Ih ompsonii (un palógeno de los ácaros eriófidos). Am e tOdo, estas cspcc i e~ tie
nen interés porque crecen in vilro. En algunos hongos, los conidios son los agentes 
re'pe nsables de la infección y con frecuencia se necesitan técnicas de cultivo 
sólido o semisólido. Sin embargo, en el caso de B. bassiana y H. Ihompsonii, 
la ~ I'mación de conidios y la producción de esporas infeclivas se consigue en 
cult ivos sumergidos. Diversas especies, como V. lecanii, adoptan una morfolo
¡¡Iu similar a la de las levaduras en los cutivos sumergidos y forman elem~~tos 
embrionarios o blastoesporas. La producción de blastoesporas no se ha uti]¡za
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 fermentación sumergidos, podrían ser los métodos más eficaces de produc
ción de entomopatógenos fúngicos. En muchos casos las exigencias nutritivas 
de los hongos patógenos para los insectos son complejas y poco conocidas, por 
lo que existe aquí un amplio campo de investigación que puede conducir a la 
optimización de las condiciones del cultivo para la producción de insecticidas 
fúngicos. 

Los virus de los insectos pueden producirse mediante técnicas de fermenta
ción por infección viral de células de insectos susceptibles de mantenerse en cul
tivos celulares. Actualmente han sido establecidas muchas lineas celulares de 
insectos, especialmente de los lepidópteros y de los dfpteros, empleándose una 
gran variedad de técnicas para optimizar el crecimiento celular y la replicación 
viral en estos cultivos celulares. Los problemas técnicos asociados con los culti
vos celulares a gran escala y los altos costos del medio de cultivo son común
mente los principales problemas para el desarrollo de los procesos de fermenta
ción comercialmente viables para la producción de insecticidas virales. 

Capítulo 9 

Aditivos alimentarios 

En .este capítulo se van a tratar los procesos de fermentación empleados en 
la producción de algunos aditivos alimentarios, aminoácidos, nuc1eótidos, vita
minas, grasas y aceites. La distinción entre aditivos alimentarios y compuestos 
químicos industriales no es tan clara, y los procesos de producción de algunos 
compuestos químicos, como el ácido cítrico y los polisacáridos microbianos, 
que tienen también otros usos además de como aditivos alimentarios, ya han 
sido descritos en el Capítulo 8. Las protefnas de organismos unicelulares y el 
vinagre (Capitulo 7) y muchos enzimas (Capítulo 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 áci
do glutámico se emplea como material de partida para la síntesis de productos 
químicos como el N-acetilglutamato, un surfactante biodegradable, y el ácido 
oxopirrolidincarboxilico, un agente humectante natural . De la misma forma, el 
ácido 'Y-linolénico se emplea como precursor de las prostaglandínas. 

Aminoácidos 

Los aminoácidos se producen mediante un amplio rango de tecnologías que 
incluyen la fermentación directa, la biotraJ1sformación de precursores mediante 
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<él"I", O enzimas, la extracción de hidrolizados de prolcl"[I~ y la ~I ,,'csi~ qlllmi
, nI y ~c utilizan como nutrientes y saborizantes tanto en los nlimcnlOS corno 
l' " los piensos. La Thbla 9.1 muestra la demanda anual, los métodos de produc
ció" y las aplicaciones de los aminoácidos en la industria alimentaria. Los ami-
11(1~ddos importantes con aplicaciones distintas a la alimentación incluyen la 
I tu ginina. L-glutamina, L-histidina, L-Ieucina, L-feniJalanina, L-tiroxina y L
vu lillu . 

Aunque se hayan desarrollado procesos de fermentación o biotransforma
dón para la producción de todos los aminoácidos excepto la glicina, la L-cisteina 
y la L-cislina, no todos ellos son viables comercialmente. La L-asparragina, la 
I -Ieucina, la L-tiroxina, la L-cisteína y la L-cistina se obtienen por purificación 
de hidrolizados proteicos. La síntesis química es más económica para la pro
ducción de mezclas racémicas de D- y L-isómeros ópticamente inactivos, pro
duciéndose de esta forma D,L-a1anina, D,L-metionina, D,L-triptófano y glicina. 
Para resolver estas mezclas racémicas pueden emplearse procesos basados en 
enzimas como los amino acilasa (véase Capítulo 11). 

Las cepas microbianas de los géneros Corynebacterium y Bl'I!lIibacterium han 
adquirido gran importancia en la producción de aminoácidos por fermentación. 
Algunas cepas naturales aisladas pueden excretar grandes cantidades de ácido 
gllltárnico. A causa de mecanismos metabólicos reguladores de la célula, parli
clllarmente la represión e inhibición por los productos finales, las células «sal
vajes)) rara vez excretan niveles substanciales de aminoácidos, por lo que la pro
ducción de aminoácidos en cantidades comerciales ha dependido del éxito ob
lenido en el desarrollo de mutantes desreguladores. Los dos métodos más im
portantes se basan en el uso de mutan tes auxotróficos y reguladores o en una 
co mbinación de los dos. Los mutan tes auxotróficos, que carecen del enzima ne
cesario para formar el metabolito efector regulador (frecuentemente el produc
ID final), pueden acumularse y excretar el intermedio metabólico que es el subs
trato para el enzima eliminado. Por ejemplo, un organismo lisinaauxótrofo ca
rcce de un enzima de la ruta necesaria para la síntesis de lisina y para crecer 
necesita lisina o un precursor metabólico que pueda convertirse en lisina. La 
inhibición por el producto final por el aminoácido proveniente de una ruta bio
sintélica no ramificada puede impedirse con el desarrollo de mutantes regula
llores, que tengan un enzima clave alterado insensible, permitiendo así la acu
mulación de dicho aminoácido en particular. En los métodos de análisis para 
la selección de mutantes reguladores o análogo-resistentes pueden utilizarse aná
logos del producto rmal, que también son capaces de inhibir al enzima clave 
sensible. Los revertan tes pueden seleccionarse a partir de mutantes auxotróficos 
(aparentemente carentes del enzima regulador clave) que producen un enzima 
desregulado modificado. La Thbla 9.2 muestra los datos genéticos de mutantes 
de Brevibacterium spp y Corynebaclerium spp y algunos de los rendimientos 
publicados de aminoácidos producidos en exceso a partir de glucosa. 

ADITIVOS AL1MENTAKIOS 

PRODUCCION DE ACIDO GLUTAMICO 

Las propiedades como potenciador del sabor del glutamato de sodio fu ero ll 
descubiertas en Japón a comienzos del siglo veinte. En la actualidad existe un 
proceso de fermentación con Corynebacterium glutamicum que suministra una 
producción mundial anual de unas 400.000 Tm aproximadamente de eSlc 
producto. 

En general, para la producción comercial de ácido glutárnico se utilizan me
lazas o almidón hidrolizado y e glulamicum o cepas relacionadas, siendo esen
cial en el proceso el suministro abundante de una fuente adecuada de nitróge
no, tal como las sales amónicas, puesto que el NH, se incorpora a la molécula 
del aminoácido. Las bacterias acidoglutárnicas también pueden utilizar urea como 
fuente de nitrógeno. La concentración 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 formación de producto. El pH tiende a dismi
nuir debido a la excreción de glutamato por las células y a la asimilación del 
ión amonio, por lo que se anade amoniaco gaseoso con objeto de controlar si
multáneamente el nivel de nitrógeno del medio y mantener un pH de fermenta
ción óptimo entre 7,0 y 8,0. La biosíntesis del glutamato es un proceso aerobio 
que necesita el aporte de oxigeno durante toda la fermentación. 

Las bacterias acidoglutámicas necesitan biotina para crecer y la acumula
ción del aminoácido es máxima a una concentración de biotina critica de 0,5 
I'g/g de células (secas), que es subóptima para un crecimiento máximo. El exce
so de biotina, aunque bace que el crecimiento sea mayor, perjudica en cambio 
la acumulación de glutamato. Durante el crecimiento la adición de ácidos gra
sos saturados de 16 y 18 átomos de carbono permite también la acumulación 
de glutamato incluso en presencia de concentraciones elevadas de biolina, debi
do a que la acumulación del aminoácido está controlada principalmente por 
su velocidad de excreción más que por su velocidad de biosíntesis. La biotina 
es un cofactor de la acetil CoA carboxilasa, primer enzima en la ruta biosintéti
ca del ácido oleico (e ,8,,, insaturado) y su posterior incorporación a los fosfo
lípídos. Los ácidos grasos saturados de 16 y 18 átomos de carbono inhiben la 
acetil CoA carboxilasa. Los fosfolípidos regulan la permeabilidad de la célula 
al glutamato y las concentraciones subóptimas de biotina o los ácidos grasos 
saturados de 16 Ó 18 átomos de carbono actúan disminuyendo la concentración 
de fosfolípidos en la célula, y por tanto aumentan la permeabilidad de la célula 
al glutamato. 

Incluso con un exceso de biolina, las bacterias acidoglutárnico, que crecen 
en presencia de penicilina, pueden acumular grandes cantidades de glutamato. 
La penicilina inhibe la síntesis de las paredes bacterianas y la acumulación in
tensificada de glutamato se cree que se debe a que las células se hinchan y las 



Tabla 9.1. Prod ucción anual de aminoácidos con aplicaciones alimentarias 

Aminodcidos 

L·Alanina 
D.L·Alanina 
L-Aspartato 
L-Cisteina 
l-GIUlamalo 
Glicina 
L-Lisina 
D,.I...-Metionina 
L-"fi"eonina 

Produc· 
ción 
anual 
(1In) 

50 
200 

1000 
200 

400000 
6000 

40000 
70000 

100 
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directa 
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+ 
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proteicos qu(mica 
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+ 

+ 
+ 

Principales 
aplicaciones 
en alimentos 

Potenciador del sabor 
Potenciador del sabor 
Potenciador del sabor 
Antioxidante en panadería 
Potenciador del sabor 
Edulcorante 
Aditivo alimentario 
Aditivo alimentario 
Aditivo alimentario 
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Tabla 9.2. Características genéticas de algunas cepas productoras de aminoácidos de Brevibacleriutn flavun y Corynebac· 
terium glulamicum 

Cepa microbiana Aminodcido Caracterísl;c:as genéricas Rendimiento (g¡ -I) 

HuuihacJ~rium jio.uum L-Arginina GlI~ -TAr 35 
L -Hist idina TAtS~ltE(h t.'\B· I ·T 10 
L-Isolcucina AHV'OMT' 1:1 
L-Lisina AEC' 57 
l-Prolina lIe - S(;' DHP' 29 
L-lteonina ~,f et - AH\-" 18 

Corym:hactenum gl/ltamicum L·Glulamalo Tipo silvest re > 100 
l-Glutamina Tipo silvestre 10 
l-Lisina H OIll Lcu - AEC~ 39 
l-Fcnilalanina Tyr PFP' PAP' 9 
l-Triptófano Pht'-Tyr -5MT'Trpl-Ix'6l-T' 

-t.M T'PFP' !)/\ 1" T yrHx'PhcH x' 12 
l-Tirosina Phe PFpr!)AP'PAT'TyrHx' 10 

Abreviaturas: r, resistente; ABr. l-amjnobc:nzotiazol; AEC, S-(ft-aminoelil)-kcisteina; AHV. ácido a·amino-p-hidroxivalérico; DHP. 3,4-deshidroprolina; 
Erh: etionina; 6FT, 6-fluorotriptófano; 4MT~ 4-metillriptMano; 5MT, 5-mctiltriptófano. OMT, O-metillreonina. PAP. p-aminofenilalanina; PheHx. 
fenilalanina hidroxamalo: SO. sulfaguanidina: TA, 2-tiazolalanina; TyrHx, lirosina hidroxamato; TyrHx. triptófano hidrox.1mato. 

Abreviatwas auxótrofas: -; auxótrofas: lIe. isoleucina; Met. metionina; Horn. homoserina; Leu. leucina; Phe, fenilalanina: 'IYr, tirosina; Gua. guanina . 
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paredes se debilitan , dañando la barrera de permeabilidad de la membrana 
celular. 

En condiciones óptimas para la producción de g1utarnato a partir de hexo· 
sa, predomina la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas, que dirije los precursores 
del carbono hacia el ciclo del ácido tricarboxilico. El NADHP + H + formado 
en la decarboxilación oxidativa del isocitrato a a-cetoglutarato suminislra el co' 
factor reducido, que, junto con el NH" se necesita para la conversión de C<

cetoglutarato a glutamato por la acción de la glutamato deshidrogenasa. Las 
cepas productoras de ácido glutámico comercial carecen del enzima a· 
cetoglutarato deshidrogenasa del ciclo del ácido tricarboXllico y por consiguiente, 
en ausencia de iones NH4 aunque con suficiente oxigeno, el ácido a·cetoglutárico 
se acumula. Los compuestos intermedios del ciclo de Krebs, necesarios para el 
aprovisionamiento del oxalacetato que interviene en la reacción de condensa
ción de la citrato sintetasa y otras reacciones celulares, provienen de reacciones 
anapler6ticas eficaces. La fosfoenolpiruvato carboxilasa juega un papel impor
tante en la carboxilación del fosfoenolpiruvato pata formar oxalacetato. Por otra 
parte, los compuestos intermedios del ciclo de Krebs pueden provenir del ciclo 
del glicoxilato (véase Capítulo 2). Estequiométricamente a partir de 1,4 moles 
de glucosa se obtiene I mol de glutarnato mediante el ciclo del glioxilato, mien· 
tras que la ruta que implica la fijación del dióxido de carbono bajo la acción 
de la fosfoenolpiruvato carboxilasa es más eficaz y produce 2 moles de gluta· 
mato por mol de glucosa. Con objeto de incrementar la eficacia de la conver
sión se han introducido algunos mutan tes que tienen niveles bajos del enzima 
isocitrato liasa del ciclo del glioxilato. En la Figura 9.1 se muestra la vía meta· 
bólica seguida para la producción de glutarnato a partir de glucosa. 

PRODUCCION DE L1SINA 

La lisina, un aminoácido esencial en la nutrición del hombre y los animales, 
y su deficiencia en los cereales, ha hecho que el mercado mundial anual de ésta 
supere las 40.000 TIn. El aminoácido se produce fundamentalmente por fermen· 
tación directa con un mutante auxotrófico de Corynebacterium glutamicum. Re
cientemente se ha comercializado un segundo proceso de fermentación, basado 
en un mutante regulador de Brevibacterium [lavum, así como un proceso de 
biotransformación basado en la conversión de la a-aminocaprolactama sinteti
zada químicamente en L-lisina. 

En la Figura 9.2 se muestra la ruta seguida para la biosíntesis de lisina por 
C. glutamicum y B. [lavum. El primer enzima, la aspartoquinasa, está regulado 
por un proceso de retroinhibición concertado por la L-treonina y la L-lisina. La 
L·treonina causa la retroinhibición de la homoserina deshidrogenasa en tanto 

ADITIVOS AliM ENTARIOS l M'I 

Glucosa 

1 

~ /,AoP . Ce,oglul ... ,o 

~::"o . ~ )j 
Fig. 9.1. Rula metabólica para la producción de ácido gIutámicn a partir de glucosa . 

que la L·metionina inhibe la sintesis de este enzima. Por tanio, un homoscri
nauxótrofo o un treoninmetioninauxótrofo de C. glutamicum disminuyen la con
centración intracelular de la treonina y reducen su marcado efecto retroinhibi
torio sobre la aspartoquinasa y favorecen la producción de lisina. La 
(2-aminoetil)-L'cisteína (SAEC), un análogo de la lisina, que se compona co 
mo un falso retroinhibidor de la aspartoquinasa, inhibe el crecimiento de B. [la
vum. Algunos mutan les, capaces de crecer en presencia de SAEC y L-treonina 
y que se considera que contienen aspartoquinasa, desensibilizados frente a la 
retroinhibición concertada, son potentes productores de L-lisina. Combinand 
mutan tes auxotróficos y reguladores, resistentes al SAEC y que necesitan ho 
moserina o treonina y melionina para crecer, se obtiene una sobreproducci6 n 
de lisina. 

La biosíntesis del aspartato para la producción de lisina parte del oxalacelO 
to proveniente del ciclo de Krebs. La reacción anaplerótica predominante se crce 
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IIII~de~ se debilitan , danando la barrera de permeabilidad de la IIIclI,bmn. 
·llllur. 

"" c(lnd iciones óptimas para la producción de glutamato a partir de hexo
lI. III cdomina la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas, que dirije los precursores 
k l cu .. bono hacia el ciclo del ácido tricarboxflico. El NADHP + H + formado 
111 111 dccarboxilación oxidativa del isocitrato a a-cetoglutarato suministra el co
helur reducido, Que, junto con el NH3, se necesita para la conversión de a
ICloglularato a glutamato por la acción de la glulamato deshidrogenasa. Las 
lepa, producloras de ácido glutámico comercial carecen del enzima a
:cloglutarato deshidrogenasa del ciclo del ácido tricarboxI1ico y por consiguiente, 
:11 ausencia de iones NHt aunque con suficiente oxígeno, el ácido a-cetoglutárico 
le acumula. Los compuestos intermedios del ciclo de Krebs, necesarios para el 
lprovisionamiento del oxalacetato que interviene en )a reacción de condensa
;;ÓI1 de la citrato sintetasa y otras reacciones celulares, provienen de reacciones 
Il1upleróticas eficaces. La fosfoenolpiruvato carboxilasa juega un papel impor
on le en la carboxilación del fosfoenolpiruvato pam formar oxalacetato. Por otra 
a, te, los compuestos intermedios del ciclo de Krebs pueden provenir del ciclo 

Jel glicoxilato (véase Capítulo 2) . Estequiométricamente a partir de 1,4 moles 
le glucosa se obtiene 1 mol de glutamato mediante el ciclo del glioxilato, mien
ras que la ruta que implica la fijación del dióxido de carbono bajo la acción 

le la fosfoenolpiruvato carboxilasa es más eficaz y produce 2 moles de gluta
nato por mol de glucosa. Con objeto de incrementar la eficacia de la conver
lió n se han introducido algunos mutames que tienen niveles bajos del enzima 
socitrato liasa del ciclo del glioxilato. En la Figura 9.1 se muestra la vía meta
tl lica seguida para la producción de glutamato a partir de glucosa. 

110DUCCION DE LlSINA 

La Iisina, un aminoácido esencial en la nutrición del hombre y los animales, 
f su deficiencia en los cereales, ha hecho que el mercado mundial anual de ésta 
lu"ere las 40.000 TIn. El aminoácido se produce fundamentalmente por fermen-

ciÓn directa con un mutante auxotrÓfico de Corynebacterium glutamicum. Re
~ ltntemente se ha comercializado un segundo proceso de fermentación, basado 
~n un mutante regulador de Brevibacterium flavum, así como un proceso de 
biolransformación basado en la conversión de la a-aminocaprolactama sinteti
!ada químicamente en l-lisina. 

En la Figura 9.2 se muestra la ruta seguida para la biosíntesis de Iisina por 
e glutamicum y B. flavum. El primer enzima, la aspartoquinasa, eslá regulado 
por un proceso de retroinhibición concertado por la L-treonina y la L-lisina. La 
I -trconina causa la retroinhibición de la homoserina deshidrogenasa en tanto 
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Glucosa 
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Flg. 9.1. Ruta metabólica para la producción de ácido glutámico a partir de glucosa. 

que la L-metionina inhibe la síntesis de este enzima. Por tanto, un homoseri
nauxótrofo o un treoninmetioninauxótrofo de e glutamicum disminuyen la con
centración intracelular de la treonina y reducen su marcado efecto retroinhibi
torio sobre la aspartoquinasa y favorecen la producción de lisina. La S
(2-aminoetil)-l-cisteína (SAEC), un análogo de la lisina, que se comporla co
mo un falso retroinhibidor de la aspartoquinasa, inhibe el crecimiento de B. fla
vum. Algunos mutan tes, capaces de crecer en presencia de SAEC y l-treonina 
y que se considera que contienen aspartoquinasa, desensibilizados frente a la 
retroinhibición concertada, son pOlen tes productores de L-lisina. Combinando 
mutantes auxotróficos y reguladores, resistentes al SAEC y que necesitan ho
moserina o treonina y metionina para crecer, se obtiene una sobreproducción 
de Iisina. 

La biosíntesis del aspar tato para la producción de lisina parte del oxalaceta
to proveniente del ciclo de Krebs. La reacción anaplerótica predominante se cree 
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""'g. 9.2. Ruta metabólica para la biosíntesis de lisina con Corynebocter;um glutami~ 
Cfu" y Brevibacterium flavum . • . inhibición; .&1 represión. 
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.' • . 9.3. Evolución con el tiempo de la fermentación de la lisina (reproducido con per
miso de Nakoyama, 1985). 
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que es el sistema de carboxilación del fosfoenolpiruvalo en vez del ciclo del glio 
xilato. la incorporación de biolina en exceso en el medio inhibe la sob,ep,o 
ducción indeseable de glutarnato. 

En la Figura 9.3 se muestra un ejemplo de un proceso de fermentación para 
la producción de lisina por un homoserinauxótrofo. 

La D,L-a-arninocaprolactama, sintetizada químicamente a partir de ciclohc
xano, es la materia prima para la producción de L-lisina por biotransformació n. 
Las células secas con acetona de Cryprococcus laurentii, que contienen el enzi 
ma L-a-aminocaprolactama hidrolasa, convierten la L-aminocaprolactarna en 
L-lisina, en tanto que las células secas con acetona de Achromobacter obae con
tienen una racemasa que convierte la o-a-arninocaprolactama a la forma L (Fig. 
9.4). 

Nucleósidos 

Los efectos potenciadores del sabor del katsubushi, utilizado en Japón, 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 delIMP y del GMP. 
Estos productos se obtienen comercialmente en Japón mediante hidrólisis enzi
mática del RNA de levaduras y por fermentación directa. 

la producción de IMP por fermentación se basa en la obtención microbia
na de inosina, que es fosforilada químicamente a IMP, o en la fermentación 
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 producción de nucleóti
dos purina por Bacillus subtilis. En esta secuencia de reacciones metabólicas, 

o,l ·Q"·amlnocaprolactama ---------~ 
l·C!·aminoceprOlaClama 
hidlOlasa (C. Jaurenrii) 

Racamase (A obae) 

L-IISlna 

+ 

o'a'aminocaprolactama 

I 
FIl. 9.4. Conversión de la D,La-aminocaprolactama a L-lisina por biotransformación. 
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5·Fosforrlbosll 
plrofosfalo (PRPPl ,-______ ¡~A ------__ 

GMP 
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FosforrlbosUamlna 
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j 

SAleARP 

j 
AtCAAP 

¡ 
j 

IMP L Succlnil 
AMP 

E LjMP 
. ·Ig. 9.5. Biosmtesis de IMP, OMP Y AMP en B. subtilis. _ , inhibición; &, represión; 
A, PRPP aminotransferasa; B, IMP deshidrogenasa; e, XMP reductasa; D, Adenilsuc· 
cinato sintetasa; E, Adenilsuccínato liasa; SAleARP, S' ·fosforribosil-5-amino-4-imidazol
N·succionocarboxamida; AICARP, 5' -fosforribosil-5-arnino-4-imidazol carboxarnida. 

el 5' -fosforribosilpirofosfato (PRPP) se convierte en IMP, que es un precursor 
del GMP y el AMP. La actividad específica de la IMP deshidrogenasa es muo 
cho mayor que la de la adenilsuccinato sintetasa, lo que da lugar a la conver· 
sión predontinante de IMP en GMP. El XMP y el GMP causan la inhibición 
y represión por retroinhibición de la lMP deshidrogenasa. La adenil-succinato 
slnlelasa y la aderulsuccinato liasa son reguladas por el AMP. El AMP y, en 
menor extensión, el GMP, causan la retroinhibic ión de la PRPP 
aminotransferas3 . 

Cuando la célula sintetiza IMP, éste puede ser desfosforilado por la propia 
célula y excretado a! medio como inosina. Las cepas comerciales productoras 
de inosin. son auxótrof.s desreguladas de guanina y adenin •. Los productores 
I (picos del IMP son auxÓtrofos de adenina, con baja actividad de los enzimas 
que degradan al IMP. Exjsten mutantes permeables capaces de excretar IMP. 
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Los mutanles de Brevibaclerium ammoniagenes, utilizados en la producción in 
dustrial, también son insensibles a los iones Mn2 

+ Que causan normaJI11cI11c 
la disminución de la producción de IMP. En la Figura 9.6 se muestra ell>atrón 
de producción de lMP por B. ammoniagenes. 

El principal problema con la sobreproducción de GMP medianle fermenta
ción directa está relacionado con la regulación por retroinhibición de la PRPP 
aminotransferasa por la GMP, la cua! puede producirse por distintos procesos 
de fermentación: 

(1) Producción de guanosina por fermentación direcla, usando adenjnau
xótrofos para incrementar la producción de GMP a partir de glucosa. 
El GMP no atraviesa la membrana de la célula y es excretado como 
guanosjna, que necesita ser fosforilada químicamente a GMP. 

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

9 
pH 
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TIempo (dias) 

Fla. 9.6. Evolución con el tiempo de la producción de IMP con Brevibacterium am
moniagenes Ky 13102 (reproducido con peTllllSO de Furuya el al., 1968). 
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(3) Producción de 5-amino-4-imidazol -carboxamida ribósido (Al 1 AR) ~. 
por fermentación seguido por su conversión química a GMP. 

¡.¡ 

[n la Thbla 9.3 se ilustran los rendimientos de nucleósidos o productos rela- =- .~ 
'Ionado, obtenidos por fermentación con cepas de mutan tes, 
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'I\,bla 9.4. Precios de los aceites vegetales refinados (1987). Reproducido con 
pel miso de ETlZ)lme aTld Microbial Technology, 1987 

.. k!'lle l'egeIQ} (flTr,,) 

AL,;cílcs comunes 
acahuete 5-10 

Soja 270 
Colza 9S0 
Girasol 3UO 
Algodón -100 
Coco 2iO 
Nuez de palma 220 
Linaza 500 
Mafz 350 
Palma 230 
Oliva I 170 

Aceites especiales 
1 170 Ricino 

Manteca de cacao 300U 

Jojoba 10000 
Primavera 35000 

mentación, se recupera la ribollavina, presente tanto en solución como ligada 
al micelio, con rendimientos de 7-8 g 1- ' . Existe una fuerte competencia entre 
los procesos químicos y microbiológicos y la investigación se dirige hacia el de
sarrollo de cepas de Bacillus subtilis que superproduzcan y excreten riboflavi
na. Se espera que la aplicación de las técnicas de DNA recombinante de lugar 
a la construcción de cepas de B. subtilis capaces de producir ribollavina con 
un rendimiento suficiente para hacer el proceso comercialmente viable. 

Grasas y aceites 

Con frecuencia se ha argumentado que la fermentación puede ofrecer una 
ru ta práctica para la producción de grasas y aceites, particularmente en Euro
pa, que importa la gran mayoría de estos productos. Basándose en la suposi
ción de que con 5-6 Tm de trigo se puede producir 1 1ln de lípido, se calcula 
que ut ilizando una ruta de fermentación eficaz para la producción lipidica se 
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podría conseguir un costo de manufactura de 2.500-3.000 ¡; por TIn de IIpído. 
Como estos precios no son competitivos con los de los aceites vegetales rclillu, 
dos (Tabla 9.4), las rutas de fermentación industrial para la producción de IIpi
dos a partir de carbohidrato s no representan una opción viable y la tecnologla 
microbiana únicamente tiene oportunidad en la producción de acei tes especiales. 

PRODUCCION DE ACIDO y·LlNOLENICO 

El ácido y-linolénico se utiliza como suplemento dietético y como precur
sor en la síntesis de las prostaglandinas. El aceite de primavera, que contiene 
hasta un 7 % de ácido y-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 OJo de su biomasa como ácido linolénico. Reciente
mente John E. Sturge (Inglaterra) anunció el inicio de la producción comercial 
de ácido Iinolénico mediante fermentación. La fermentación, con especies Mu
eor, se lleva a cabo en fermentadores agitados de 220 m' de capacidad y utiliza 
glucosa pura como substrato mayoritario. El aceite rermado se recupera mediante 
extracción de las células con solventes. 



Capítulo 10 

Productos para uso médico 

Antibióticos 

Los antibióticc;>s son metabolitos secundarios que inhiben los procesos de 
crecimiento de otros organismos. La observación de Alexander Fleming en 1929 
de que los Penicil/ium notatum inhibian el crecimiento de los estafilococos con
dujo al desarrollo del proceso de producción de la pencilina, iniciándose la era 
de los antibióticos. En la actualidad se conocen más de 6.000 substancias con 
actividad antibiótica, produciéndose por fermentación industrial aproximada
mente unos 100 tipos de antibióticos, en tanto que casi 50 compuestos semisin
téticos tienen también aplicaciones clínicas. La producción mundial anual de 
antibióticos supera las 100.000 Tm, y su mercado se estima en unos 5 billones 
de dólares. Los antibióticos más ampliamente comercializados son las ¡3-lactamas 
(penicilinas y cefalosporinas) y las tetraciclinas. Los antibióticos microbianos 
cloranfenicol y pirronitrina se fabrican actualmente mediante síntesis químicas, 
más baratas. 

Los antibióticos se utilizan principalmente como agentes antimicrobianos 
en la terapia de en rermedades infecciosas humanas, aunque también tienen otras 
aplicaciones, por ejemplo, como agentes dtotóxicos frente a ciertos tumores, 
en medicina veterinaria yen patología 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 antibióticos importantes 
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producidos por fe rmentación para uso farmacéutico. MlIcho~ de lo. cjcmpll" 
se refieren a un miembro de una familia de antibióticos re lacio nados. 

PEN lel LI NIIS 

La estructura básica de las penicilinas es el ácido 6-aminopenicilánico (6-APA) 
formado por la fusión de un anillo de ¡iazolidina con otro de {3-lactama (Pig. 
10.2). La posición 6-amino puede tener una gran variedad de substituyen tes aci
lo. En ausencia de precursores de cadenas laterales en el medio de fermenta
ción, se produce una mezcla de penicilinas naturales, aunque solamente la ben
cilpenicilina (Pen a) y la fenoximetilpenicilina (Pen V) son importantes tera
péuticamente; ambas tienen un espectro similar (las bacterias aram positi vas) 
pero la Pen a es lábil frente a los ácidos, por lo que debe ser administrada por 
vla parenteral, en tanto que la Pen Ves eSlable frenle a los ácidos y puede admi
nistrarse por vía oral. Aunque la Pen a se produce de forma natural, se consi
gue mejor control con el proceso de fermentación, obteniéndose rendimientos 
mayores y con un procesado posterior más simple adicionando al medio el pre
cursor ácido fenoxiacético. Cuando se incorporan al medio precursores de los 
ácidos 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-

Panictlinas 
semisinlél lcas 

Grupo Bello 

Pen G 

Pen V 

Pen o 

~ }eH,~eo~ 
Acido feni lacélico 

~ }o~eH, eo~ 
Acldo fenoxlaeélleo 

H2C=CH- CH2-S-CH2- CQ-

Acldo alilmercaptoacétlco 

I .. S 
I ./ '-. 

R-e0-t-NH-eH- eH eleH31, 

I loj.l-;t, ¡ el N \HeooH 

I 
I 
I 
I 
I 
I 

Anillo de 
,d'-Iaclama 

Anillo de 
tiazolidlna 

Acido &amlnopenlcllánlco 

flg. 10.2. Estructura del ácido 6-aminopenicilánico y grupos acilo de a1gunas penjcili! 
nas semisintéticas. 
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¡'Iana, mediante procesos scmisinlélicos a parlir de la hidrólisis Química o enzi
IIlitlicn de la Pen G a 6-APA. 

NI/fu biosintética de la penicilina 

1 ¡¡ ¡3- laclama tiazolidina se sintetiza a partir de L-,,-aminoadipato, L-cistina 
v I vnli na mediante la formación y cielación de un péplido para producir el ácido 
iwpcnicilámico, que por transacetilación da lugar a bencilpenicilina. Ll lisina 
y la penicilina comparlen una ruta anabólica común a ácido L-",-aminoadípico, 
y la primera inhibe la síntesis de la segunda. En la Figura 10.3 se muestra la 
rula melabólica seguida, así como algunos de los posibles mecanismos regula
dores que intervienen en la producción de la bencilpenicilina. Además, la glu
cosa produce la represión por el calabolito de la biosíntesis de la penicilina y 
~sla parece regular su propia síntesis. la producción de penicilina también se 
ve inO uenciada por la concentración de fosfato. 

Desarrollo de las cepas 

Los rendimientos iniciales obtenidos por F1eming con las cepas de P. nota
tUf/1 fueron de 2 Unidades Internacionales/ mi, esto es, 1,2 mg/ 1. El aislamiento 
en 1943 de D. chrysogenum NRRLI95l, una cepa más adecuada para el cultivo 
sumergido que la cepa original de P. nOlafum, permitió un rendimiento de 120 
U l/ mI. la mutación de esta cepa dio lugar a la famosa cepa Wisconsin Wis 
A176, cuyo rendimiento era de 900 UI/ml. Las técnicas de mutación/selección 
hasadas en el empleo de Rayos-X, radiación UV de onda corta y mutágenos 
químicos, como rnetil-bis-(¡3-e1oroetil)amina, nitrosoguanidina, agentes alqui
lanles y nitritos, se uti lizaron hasta comienzos de los anos setenta. Los estudios 
con mutan!es bloqueados condujeron a un mayor conocimiento de la ruta bio
sintética, lo que a su vez sugirió unas técnicas de selección más adecuadas. El 
descubrimiento del ciclo parasexual del P. chrysogenum condujo a la mejora 
de cepas mediante técnicas de reproducción parasexual y fusión de protoplas
las. A través de programas continuados de mejora de las cepas, combinados 
con ta optimización de la fermentación, los rendimientos típicos obtenidos en 
la actualidad alcanzan las 85.000 UI/ml, o 50 g/ 1. 

Producción de penicilina 

Para lograr rendimientos altos de penicilina es esencial optimizar la concen
tración de esporas en el inóculo y también el que se formen gránulos sueltos 
en vez de compactos en las etapas de crecimiento vegetativo. En unas 6 horas 
aproximadamente se duplica la biomasa. Ll estabilidad de la cepa crea proble
mas por lo que debe mantenerse muy cuidadosamente. Las condiciones de pro-

L!sina 
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Flg. 10.3. Ruta biosintética de la penicilina que indica los posibles puntos de regula
ción por la Iisina. 

ducción típicas de la penicilina consisten en el empleo de proceso~ de fermenta
ción alimentados de forma discontinua con un medIO que con llene extractos 
de ma[z, amoniaco, sales y una fuente de carbono corno glucosa, lactosa o me
lazas. La mayoría de los procesos de fermentación incluyen extracto de malz 
como fuente de nitrógeno orgánico porque al contener precursores de cadenas 
laterales mejora el rendimiento de la penicilina, si bien la introducción en el me
dio de precursores específicos de cadenas laterales permite substituirlo por otras 
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fuentes de nitrógeno. El mantenimiento continuo de amoniaco en el medio me
jora la respiración y evita la lisis miceliana y es importante en general para la 
síntesis de la penicilina. El pH se mantiene a 6,5, introduciéndose continuamente 
ácido fenilacético o ácido fenoxiacético como precursores. La velocidad de uti
lización del azúcar y la velocidad de suministro de oxígeno son parámelros im
portantes en el proceso de fermentación, siendo la segunda especialmente críti
ca, puesto que el incremento de la viscosidad del cultivo dificulla la transferen
cia de oxígeno. El proceso requiere una velocidad de absorción de oxígeno de 
0,4-1,0 mmol por litro por minuto y un RQ (moles de CO, formados / moles de 
02 consumidos) de aproximadamente 0,95. En la FIgura 10.4 se ilustra un ejem
plo de un proceso de fermentación que refleja los patrones de utilización del 
substrato y de formación del producto. Un proceso de fermentación industrial 
típico se caracteriza por tener una elevada velocidad de crecimiento en los dos 
primeros días, mientras que después esta velocidad disminuye en tanto que la 
velocidad de formación de penicilina aumenta y la producción continúa de 6 
a 8 días, siempre que se manlenga la alimentación 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 ácido fenilacético y 
6-APA. El pH de la columna se mantiene neutro median te la adición de NaOH 
y el 6-APA, en el eluyente de la columna se recupera por precipitación a pH 
4,0. En la producción de penicilinas semisintéticas, el 6-APA resultante es acila
do quimicamente con una cadena lateral apropiada mediante métodos 
convencionales. 

TETAACICUNAS 

La estruct ura básica de las tetraciclinas consiste en un anillo de naftaceno 
(véase Fig. 10.1). Las tetraciclinas cünicamente importantes, producidas por fer
mentación o semisíntesis, difieren en los substituyentes específicos del aniUo. 
La c1orotetraciclina y la oxitetraciclina son las principales tetraciclinas produci
das por Screplomyces mientras que la tetraciclina se forma normalmente en can
tidades más pequeñas. Los SCreplomyces oureofociens, mutados para bloquear 
la reacción de c1oración, excretan tetraciclina como producto mayoritario. 

Ruca de biosínlesis de la lecrodclino 

La síntesis de la c1orotetraciclina sigue una compleja ruta metabólica, con 
72 intermediarios y que implica más de 300 genes. Las etapas iniciales consisten 
en la formación de malonamoil CoA ligado al complejo enzimático antraceno 
sintetasa. El malonamoil CoA se condensa con 8 moléculas de malonil CoA 
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y se cicla con la eventual formación de ciorotetraciclina. Las cepas que prodll 
cen rendimientos elevados de tetraciclina se caracterizan por una menor veloci
dad de glicolisis, y la producción de c1orotetraciclina puede estimularse medianle 
el emp leo de benciltiocinato inhibidor de la glieolisis. En estas condiciones la 
actividad del ciclo de las pentosas fosfato aumenta. El enzim a Iimitante de la 
velocidad en la biosíntesis de la c1orotetraciclina parece ser la an hidrotetracicli
na oxidasa, penúltimo enzima de la ruta biosintética, cuya actividad es propor
cional a la velocidad de síntesis del antibiótico. Los iones fosfato inhiben la sín
tesis de este enzima, en tanto que el benciltiocianato la estimula; también existe 
una relación inversa entre la concentración de adenilatos y su actividad, de for
ma que los niveles de ATP o de adenilalO parecen actuar como efectores meta
bólicos en la regulación por el catabolilO de la biosíntesis de tetraciclina. 
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Aa. 10.4. Evolución con el tiempo dc la fermentación de la penicilina (reproducido 
con penniso de Queencr Y Swartz, 1979). 
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Producción de c/orolelracic/ina 

Actualmente los rendimientos indust riales de tetraciclinas son de unos 20.000 
¡<¡¡/ ml '. Debido a la complejidad de la ruta biosintética, la mejora del rendi-
1l1iento de las cepas ha dependido única y exclusivamente de técnicas de muta
dl\n /sclccción. La selección de cepas resistentes al antibiótico producido es aIro 
lI1élOdo que ha sido aplicado para mejorar la capacidad de producción. El me
tlio de fermentación típico contiene sacarosa, extracto de maíz, fosfato amóni
co y sales minerales co n un pH comprendido entre 5,8 y 6,0 Y una temperatura 
de 28 oc. Se necesitan velocidades de aireación elevadas, particularmente en las 
elUpas de crecimiento de la biomasa. Cuando se utilice glucosa, se debe em
plear un s i ste~a de alímentación continua. Debido a la represión por el fosfato, 
las fermentacIOnes de tetraciclina deben llevarse a cabo en un medio con un con
lenido de fosfato limitado. 

La producción de c1orotetraciclina en cultivos sumergidos puede subdividir
se en tres fases. La primera se caracteriza por un rápido incremento de la bio
masa y un rápido consumo de nutrientes; durante esta fase, el micelio contiene 
hifas basofllicas gruesas con un alto contenido en RNA. En la segunda fase la 
velocidad de crecimiento disminuye y a veces incluso cesa, observándose veloci
dades máximas de síntesis de antibiótico mientras que el organismo se diferen
cia; los filamentos hifales son delgados y pobres en RNA. En la tercera fase, 
le observan velocidades de producción del antibiótico menores y se produce la 
fragmentación y lisis del micelio. 

Los Slreplomyces aureofaciens producen una cierta cantidad de tetraciclina 
además de c1orotetraciclina. Los iones cloruro son necesarios para la formación 
de clorotetraciclina, particularmente cuando se utilizan mutantes altamente pro
duclores. OtrOS agentes que incluyen iones fluoruro, cobre, metionina y 
5-fluoro uracilo suprimen la producción de tetraciclina. 

La condición básica para la producción de tetraciclina con S. aureofaciens 
es que el medio sea pobre en iones cloruro. La oxitetraciclina la producen los 
Slreplomyces rimosus en un medio cuyo contenido de fosfato esté limitado. 

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

La nueva ¡3-lactama tienamicina, producida por SlreplOmyces cattleya y des
cubiena en 1976, tiene un espectro inusual y ampliamente útil frente a las bac
terias Gram positivas y Gram negativas, y no resulta atacada por las f3-lactamasas 
producidas por cepas resistentes a muchas penicilinas y cefalosporinas. 

Debido al gran número de genes implicados en la bios!ntesis de un antibió
tico, el intentar aplicar la tecnología del DNA recombinante al desarrollo de 
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cepas producloras de antibióticos es extremadanlenle complejo. El objetivo prltl 
cipal a la hora de aplicar estas modernas técnicas a estos fines es el de incl c, 
mentar la velocidad de la etapa(s) biosi ntética limitante de la velocidad, po~i 

blemente incrementando el número de copias del gen. Sin embargo, debe tener
se en cuenta la posible regulación transcripcional o translacional o por el ni vel 
del substrato, así como el proceso de secrección de producto. Actualmente se 
están aplicando técnicas de DNA recombinante a especies de Aspergillus, Slrep
lomyces, Penicillin y Cephalosporiwn y se espera que conduzcan rápidamente 
a la manipulación de rutas de metabolitos secundarios, vía aislamiento, secucn
ciación, amplificación y mutagénesis in vitro de los genes. El conocimiento de 
ios loci genéticos para controlar la ruta biosintética es de máxima importancia 
para la explotación de las técnicas de DNA de fusión de protoplastas y para 
clonado de genes con ayuda de plásmidos. 

Se ha desarrollado un sistema de transformación 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 ¡3-lactama de 
los P. chrysogenum puede permitir la desregulación substancial de las etapas 
terminales. Estos organismos también han demostrado ser buenos huéspedes 
para la introducción de los genes de especies de Slreplomyces que producen an
tibióticos ¡3·lactámicos. Se cree que estos antibióticos, al tener una mayor ab
sorción oral y un espectro más amplio, dominarán la industria de los antibióti
cos en el futuro. 

Obtención de esteroides por fermentación 

Existen una gran variedad de compuestos esteroides producidos mediante 
rutas que necesitan una o más etapas biosintéticas. En la Figura JO.5 se muestra 
la estructura química de algunos de los compuestos empleados en el tralamien
to de muchas enfermedades así como las reacciones catalíticas. En los años cua
renta los corticosteroides naturales, la cortisona (2) y el cortisol (hidrocortiso
na) (10) se emplearon con éxito en el tratamiento de enfermedades inflamato
rias y alérgicas, examinándose 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 químicamente inapropiado y pronto fue evidente que 
la diosgenina (3) (raíz del barbasco) yel estigmasterol (4) (aceite de soja) eran 
materias primas potenciales para la síntesis de progesterona y pregnenolona, 
respectivamente. 
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FlK. 10.5. Estructuras químicas de algunos esteroles y ejemplos de algunas reacciones 
de biotransformación claves. 

La pregnenolona se transforma químicamente de una forma fácil en proges
terona (7), que tiene la configuración característica, el anillo A, de los corticos
teroides. La introducción de un hidroxilo en la posición 21 del anillo de proges
terona da lugar a la deoxicorticosterona (8), un corticosteroide natural. La pro
ducción de cortisona y de hidrocortisona necesita todavía la introducción de 
un grupo 17 a -hidroxi y un grupo Il-hidroxi o un grupo l1-celo_ El grupo 17 
a-hidroxi puede ser introducido química y microbiológicamente .aunque en la 
actualidad se emplean rutas químicas. Murray y Peterson llevaron a cabo un 
mayor avance cuando en 1952 descubrieron un proceso para la bioconversión 
de progesterona en 11 a-hidroxiprogesterona (6), utilizando Rhizopus arrhizus. 
Posteriormente, se caracterizaron un amplio rango de reacciones de bioconver
sión específicas para las diversas posiciones de las moléculas de esteroides. Las 
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biotransform acio nes de los esteroides de mayor importancia práclico ;011 la, 
Il-hidroxilaciones , las 16 a -hidroxilaciones y la I-deshidrogcnación. 

PROCESOS DE BIOTRANSFORMACION 

En los procesos de biotransformación de esteroides, los organismos que con
tienen el enzima(s) necesario se producen mediante procesos de fermentación 
sumergidos convencionales bajo condiciones que inducen la síntesis del enzi
ma. Cuando se ha producido el crecimiento y se ha obtenido el enzima, se aña
de un substrato esteroide insoluble en agua, en forma de pasta o disuelto en 
un solvente orgánico, y se produce la bioconversión. Una vez completada ésta, 
particularmente en las fermentaciones más desarroUadas, que utilizan niveles 
de esteroide elevados, la mayor parte del producto se recupera mediante filtra
ción con la fracción de biomasa y se separa por extracción con solventes 
orgánicos. 

Los Rhizopus nigricans y los Aspergillus ochraceus se utilizan comercial 
mente para la 11 Ci-hidroxilación de los esteroides. La a-hidroxilasa se induce 
en la fermentación por la presencia de progesterona, aunque aparece también 
una 6 ¡3-hidroxilasa indeseable, por lo que las condiciones de la fermentación 
se diseñan de tal forma que se minimice la producción de este último en zima. 

Los microorganismos empleados más comúnmente para la 1I-¡3-hidroxilación 
de los esteroides son Curvu/aria /unala y Cunninghame//a b/akes/eana. La 
17Ci,21-dihidroxi-pregn-4-eno-3,20-diona (compuesto S) (9) es el substrato uti
lizado para producir hidrocortisona (10), formándose también otros subproduc
tos. El compuesto S y otros substratos inducen al enzima. 

Muchos microorganismos pueden catalizar la reacción de l-deshidrogenación 
de los esteroides. La hidrocortisona es un substrato típico para la producción 
de predoisolona. La I-deshidrogenasa es inducible en los organismos investiga
dos, pero en un organismo bien estudiado, Seplomyxa 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 inducción se produce úni
camente cuando la glu~osa se ha agotado. 

TENDENCIAS EN LA INVESTIGACION SOBRE LA TRANSFORMACION DE ESTEROIDES 

Recientemente, las investigaciones sobre la degradación microbiana de ca
denas laterales en esteroles muy fácilmente disponibles tales como el colesterol 
(de la lana) y el ¡3-sitosterol (5) (del aceite de soja) para producir esteroides úti
les está siendo objeto de mucha atención. La degradación de los anillos del cs-
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tcroide parece producirse, en muchos ejemplos, mucho m~ n\pictnnlclllc que 
la ruplura de las cadenas laterales, habiéndose desarrollado métodos que inhi
ben esta degradación del anillo. 

La adición quimica de un átomo de flúor en la posición 901 a algunos corti
~o'tcroides mejora mucho su actividad antiinflamatoria aunque también incre
menta de forma no deseada la retención de sal por el organismo. Este efecto 
lateral puede reducirse por 16",-hidroxilación microbiana. Con S. argenleolus 
pueden conseguirse unas conversiones de aproximadamente el 50 "0, acompa
ñadas de la formación de subproductos 2,B-hidroxi, que puede minimizarse me
diante una selección particular de mutan!es. 

Tradicionalmente la bioconversión de los esteroides se lleva a cabo mediante 
tecnología de fermentación convencional seguida por una reacción de biotrans
[ormación. El empleo de células secas con acetona de Arrhrobacrer simplex pa
ra la I-deshidrogenación de la 9",-fluoro-16a-hidroxicortisona disminuye mu
cho el nivel de 20-cetorreductasa y la formación de subproductos indeseables. 
Es necesario añadir un aceptor de elect rones artificial , la menadiona, a la mez
cla de reacción. 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 orgánicos, en los que son solubles el esteroide y los productos, ofrece 
la posibilidad de utilizar concentraciones de substrato mucho más elevadas en 
las bioconversiones. El empleo de células enteras de Corynebaclerium simplex 
en lugar de enzimas inmovilizados aislados puede eliminar la necesidad de aña
dir un aceptar de electrones y reduce la cantidad de enzima perdido durante 
la inmovilización. 

Las esporas resuspendidas recuperadas de Seplomyxa affinis, obtenidas por 
crecimiento en un medio sólido o líquido, pueden deshidrogenar en posición 
I diversos tipos de esteroides. Las esporas de Aspergillus ochraceus se han utili
zado para convertir la progesterona en 11 ",-hidroxiprogesterona. Los Rhizop
hus lIigricalls, inmovilizados en geles de alginato o agar, pero no en geles de 
poliacrilamida, pueden ",-hidroxilar la progesterona. También se ha demostra
do la 11 ¡3-hidroxilación del compuesto S con C. lunara 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 migraña y otros dolores de cabeza de ori-
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gen vascular, la atonía uterina, trastornos circulatorios, hipertensión y Pnrkill 
so n. Actualmente se conocen más de 40 alcaloides del cornezuelo producido, 
por diversas cepas del ascomiceto parásito Claviceps. La estructura consiste en 
ácido d-lisérgico (o su estereoisómero ácido d-isolisérgico) unido a un péptido 
tricíclico o un aminoaleohol por un enlace amida. En la Figura 10.6 se mucs
tran las estructuras de algunos de los alcaloides naturales del co rnezuelo_ 

R, R, R, Nombre 

H Al A2 H H CH -O Etgotamlna 

O/N:E~ 
, ~ 

1I O I N H H CH,CHICH,), Ergoslna s§: 0_ *0 CH3 CH3 CH2-O Ergocrlstlna 
. 1 NCH H R , , 

1 H CH3 CH, CH2 CH{CH3 12 ~Ergocr¡ptlna 

HN CH3 CH, CH(CH3)CH,CH3 (J·Ergocriptina 

CH3 CH, CHICH3), Ergocornlna 

H CH3 CH,-O Ergostlna 

Flg. 10.6_ Estructuras de los alcaloides naturales del cornezuelo. 

Es posible llevar a cabo la síntesis química total de los alcaloides del corne
zuelo del centeno, aunque actualmente no es rentable económicamente. Tradi
cionalmente los alcaloides del cornezuelo se obtenían por infección mecánica 
de las inflorescencias del centeno con Claviceps y la posterior recolección yex
tracción del esclerocio. El proceso em por tanto estacional y dependiente de la 
situación meteorológica. 

Para la producción de alcaloides por fermentación se emplean principalmente 
3 especies de Claviceps, C. paspali, C. fusiformis y C. purpurea. Mientras que 
la cepa original de C. paspali producía únicamente 20 I'g / I - I de alcaloides, el 
desarrollo de nuevas cepas y la optimización del medio dieron lugar a rendi
mientos superiores a 5 g 1- , . La composición del alcaloide viene determinada 
por la combinación de las cepas y las condiciones del cultivo. Las velocidades 
altas de formación de alcaloide parecen estar unidas a la capacidad del organis
mo pam metabolizar simultáneamente concentraciones elevadas de sacarosa y 
citrato en un medio deficiente en fosfato. La síntesis procede de forma paralela 
con el anabolismo de los lípidos y los estero les. Las cepas productivas son sen
sibles a las fuerzas de. cizalla, necesitan mucho oxígeno y son inestables. 
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I'roductos microbianos oblenidos con I.ccnologia 
de ONA rccombinantc 

El Escheriehia eoli ha sido el organismo de elección como huésped para la 
formación de productos con la tecnología de DNA recombinante debido a que 
el ¡¡;tema genético de este organismo está bien caracterizado. Esto ha dado lu
gar a la consecución de altos niveles de expresión. El organismo también crece 
fácilmente a velocidades altas en un medio definido dando densidades celulares 
elevadas. 

El primer agente terapéutico producido mediante tecnología de DNA recom
binante que consiguió la aprobación legal fue la insulina humana. Esta hormo
na se produce por fermentación mediante cepas recombinantes de E. coli. Se
gún EIi Lillye & Ca., que manufactura esta hormona por fermentación, las es
Irueturas fisicas y químicas del producto son indistinguibles de las de la insuli
na humana. Novo lndustri ha desarrollado tecnologías alternativas para la pro
ducción comercial de insulina humana. Inicialmente su proceso se basaba en 
la conversión de insulina porcina en insulina humana, aunque posteriormente 
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Ag. 10.7. Producción de interleukin.·2 (11.,.2) por Escherichia coli K-12 que contiene 
un plásmido que codifica para la Ih2 bajo control de un promotor sensible a la tempe
ratura. A 30 oC la propagación bacteriana se ve favorecida pero la sfntesis de Il.r2 se 
ve frenada. La síntesis rápida de lI.,2 se induce a una temperatura de 42 oC (reproducido 
con permiso de Bauer. Véase Khosrovi y Gray, 1985). 
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la insulina humana se produjo por fermentaci ón mediante ccpas de Icvudul n, 
recombinantes. La hormona del crecimiento humana producida por E. l"oli le 
combinante se oomercializa para el tratamiento del enanismo hipofi sarlo. 111 
interleukina-2 (11.,.2) o factor de crecimiento de los linfocitos es otro producto 
de la tecnología de DNA recombinante producido por E. eoli. Se ha indicado 
que la 11.,.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 fermentación para la producción de 11.,.2 recombinante. 

Los interferones son proteínas sintetizadas por la mayoría de las células de 
los animales superiores en respuesta a las infecciones virales. Su producción por 
las células infectadas sirve para interferir la propagación de la infección a las 
células sanas. Los interferones también actúan como agentes antitumorales pa
ra ciertos tipos de cáncer. La enorme escasez de interferones humanos purifica
dos ha impedido los ensayos clínicos acerca de su valor terapéutico. El er
imerferón, clonado con éxito en el E. eoli se produjo comercialmente y ha sido 
empleado en una amplia gama de ensayos cünicos. Los interferones producidos 
por las bacterias en esta forma carecen del componente glicoproteico de los in 
terferones nativos. Thmbién han sido clonados muchos otros compuestos en E. 
eoli, incluyendo los {3- y "Y- interferones, así como diversos interferones anima
les, varias hormonas del crecimiento humanas y animales, el factor de crecimiento 
epidérmico y otros, linfokinas, la albúmina humana, el activador del plasminó
geno y otros muchos enzimas. 

E. coli no es un huésped ventajoso, puesto que generalmente no excreta las 
proteínas recombinantes y además las células pueden contener endotoxinas y 
Iipopolisacáridos pirogénicos que deben ser eliminados durante la purificación. 
Baeillus sub/ilis es otro huésped que ha sido utilizado para la obtención de pro
duelos recombinantes; no es patógeno, crece en condiciones aerobias, no pro
duce Iipopolisacáridos y secreta las proleinas extracelulares directamente al me
dio. Cuando los genes han sido clonados de unas especies de Baeillus en otras 
se han observado niveles de expresión elevados. Sin embargo, a diferencia de 
E. eoli, los niveles de expresión disminuyen varios órdenes de magnitud cuando 
se clonan los genes heterólogos dentro de B sub/ilis. Las levaduras, debido a 
su empleo desde hace tiempo en las fermentaciones alimentarias, son aceptadas 
como organismos sanos, carentes de lipopolisacáridos pirogénOicos y pueden se
cretar y glicosilar las proteínas reoombinantes. Los niveles de expresión para las 
proteinas clonadas en las levaduras son menores que los descritos para E. coli. 
Saccharomyees eerevisiae ha sido modificada mediante ingeniería genética para 
obtener productos comerciales como el antígeno de superficie del virus de la 
hepatitis B, utilizable como vacuna y aprobado por la US Food and Drug Ad
ministration, la superóxido dismutasa, el factor de crecimiento epidérmico y una 
gran variedad de otros productos. Los sistemas de seerección han sido desarro
llados oon éxito para la producción de algunas proteínas recombinantes. 
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Los hongos filamentosos, como por ejemplo Aspergilllls /liger puedcn pro· 
ducir h"Sla 20 gil de enzima a partir de una única copia del gen de la glucoami
Ill\[l. F"os organismos pueden modificarse para que expresen y secreten protej
IJiI ' de origen bacteriano o de mamfferos, y los procesos de secrección de los 
hongos y los mamíferos son muy semejantes. Los sistemas fúngicos pueden mo
dificarse en principio para que se aproximen más a! sistema de procesado de 
l~> proteínas de secrección que llevan a cabo las células de los mamíferos, aun
que es necesario también conocer más a fondo las vías de glicosilación de los 
hongos. Estos organismos son muy prometedores como huéspedes para la sín
tesis de grandes cantidades de proteinas heterólogas 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 el receptor. La eficacia de la vacuna 
contra Mycobacterium tuberculosis, por ejemplo, depende de un cierto nivel de 
multiplicación en el cuerpo humano. La vacuna contra el virus de la polio viva 
e~ un segundo ejemplo. En estas vacunas vivas los microorganismos se han con
vertido en inocuos por atenuación, 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 genera!
mente de los agentes patógenos virulentos, inactivados mediante tratamiento 
qufmico. Los productos microbianos extracelulares, como las toxinas, pueden 
uliljzarse como vacunas, una vez detoxificadas mediante tratamiento con reac
tivos quimicos qUI' destruyan sus propiedades tóxicas en tanto que dejan la ac
tividad inmunogénica intacta. 

PRODUCCION DE VJ'CUNÁS 

Células bacterianas 

La mayoría de las vacunas bacterianas se obtienen mediante cultivos sumer
gido en procesos discontinuos. Las bacterias Borde/ella pertussis (tosferina) cre-

PRODUCTOS PARA USO M~I I 'O l l ~ 

cen en un medio que contiene casefna hidrolizada por ácido>, mine",le, y fa~1U 
res de crecimiento. En la Figura 10.8 se muestra el perfil del proceso de felllle,, · 
tación. El riesgo de exposición de los operadores puede reducirse COSCChlllldo 
las células mediante precipitación ácida, puesto que cuando las células se en
cuenlran en un medio ácido de pH 4,0 sedimentan rápidamente y pueden I'eco
gerse en un 3-5 "lo del volumen del cultivo. Las células se matan y detoxifican 
bien por calentamiento, por adición de etilmercuritiosalicilalo de sodio o con 
una combinación de ambos tratamientos, para obtener la vacuna de la tosferi 
na. La Sallllollella /yphi y Vibrio cholera, utilizados para fabricar vacunas con
tra el tifus y el cólera respectivamente, se producen en medios que conlienen 
nitrógeno complejo y glucosa, que se añade mientras dure el cultivo. El control 
del pH y la pO, en el proceso de fermentación hacen que las células crezcan 
rápidamente con rendimientos elevados. En las Figuras 10.9 y 10.10 se ilustran 
los procesos de fermentación de V. cholerae y S. /yphi, respectivamente. Para 
recuperar/ inaclivar los S. typhi se suspenden ¡as células en acerona durante 24 
horas a 37 oC y después de liofilizan_ Otros ejemplos de bacterias inactivas son 
las vacunas del cólera y la peste, que comienen cepas inaclivas de Vibrio chole
ra y Yersillia pestis, respectivamente. Las Mycobac/eriwn /uberculosis (Vacuna 
BCG) crecen como una lámina coherente en la superficie del medio liquido, 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 suspensión celular agitando violentamente la película con bo
las de acero. Los procesos de cultivo sumergido han sido el método elegido para 
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Flg. 10.8. Perfil de fermentación de la producción de biomasa por Borde/ella pertus
siso Volumen de cultivo, 7 1; aireación 0,2 /vvm; velocidad de agitación 4S0 rpm (repro
ducido con permiso de Van Hemert, 1974). 
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A.c. 10.9. Perfil de un proceso de rermentación con Vibrio cholerae con control de la 
pO, . 15 mm de Hg y pH de 7,3 (reproducido con permiso de Van Hemen, 1974). 
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f1¡. 10.10. Perfil de un proceso de fermentación para la producción de Salmonella typhi. 
Volumen de fermentación, 7 litros; velocidad de flujo de gas, 0,43 vvm; velocidad de 
agitación 450 rpm; control del pH a 7,6 con NaOH (reproducido con permiso de Van 
Hemert, 1974). 

preparar el material para liofilización. Las células se di spersan en un medio com
plejo utilizando Tween 80. En la Figura 10.11 se muestra un esquema lípico ¿el 
proceso de fermentación. Como para la vacuna se necesitan células viables, el 
proceso de fermentación se ha diseñado de tal form a que las células puedan 
recuperarse y almacenarse manteniendo una viabilidad máxima. 
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Flg. 10.11. Perftl de fermentación para la producción de células seo (reproducido con 
permiso de Van Hemert, 1974). 

7bxinus bacterianas 

La vacuna formada por el toxoide de la difteri a es producida y secretada 
por Corynebacterium diphtheriae en un medio complejo en cultivos sumergi
dos (Fig . 10.12). la concentración de hierro es importante para la producción 
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Ag. 10.12. Perfil de fermentación para la producción de la toxina de Cory nebacleriultl 
diphtheriae (reproducido con permiso de Van Hemert , 1974). 
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tlo la loxina puesto que su exceso inhibe la smtesis. La toxina puede representar 
hu,tu el 75 % de todas las proteínas extracelulares secretadas. Los Cfos/ridium 
MUlli son anaerobios obligados Que producen la tox.ina de! tétanos. Su capaci
uud para producir esporas termoestables condujo a la OMS a apuntar una serie 
de precauciones específicas a tener en cuenta en su producción. En la Figura 
1C).13 se muestra el esquema de producción de la tox.ina, indicando las concen
I raciones relativas de tox.ina intra y extracelular durante la fermentación . La de
toxificación se lleva a cabo con formaldehído en condiciones de reacción con
troladas. Las preparaciones brutas deltoxoide contienen muchas impurezas, por 
lo que usualmente los antígenos se purifican antes de ser utilizados. Un método 
ampliamente utilizado se basa en el fraccionamiento secuencial del material con 
metanol a pH ácido, seguido por la liofilización del producto. Otros métodos 
de purificación incluyen la diálisis, la filtración en gel y la cromatografía en 
DEAE-celulosa. 

Vacunas videas 

La producción de vacunas víricas para aplicación humana, bien vivas o muer
las, se lleva a cabo usualmente en cultivos in vi/ro de células animales. inicial
mente se emplearon células (por ejemplo células obtenidas directamente del te
jido normal y sub cultivados) o lineas celulares diploides en vez de líneas celula
res aneuploides debido a sus supuestos riesgos de oncogenicidad. Sin embargo, 
para algunas vacunas utilizadas en veterinaria se emplean líneas celulares esta
blecídas. La duración de la etapa de propagación viral depende de si las células 
huéspedes mueren o continúan replicándose después de la infección. La tetno
logIa que emplea la proliferación viral en huevos fecundados de gallina todavía 
se utiliza, no obstante, para la producción de algunas vacunas . 
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tracelular duranle la fermentación de C/os
tridium tetani (reproducido con permiso de 
Van Hemer!, 1974). 
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La vacuna de poliovírus viva consiste en una mezcla de tres lipos de poliovi 
rus atenuados propagados en cultivos de células de riñón de mono o en IIllen, 
celulares diploides humanas. En las vacunas inactivas los virus se tratan eOIl 
formaldehído. Los virus inactivos de la rabia se producen por crecimiento el1 

células diploides humanas. Las vacunas víricas vivas atenuadas se utili zan para 
conseguir la inmunización frente a la rubeola, sarampión, 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 
proliferación de los virus del sarampión, las paperas, la fiebre amarilla y la 
viruela. 

A partir de vírus 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 formaldehído o ¡3-propiolactona. La ruptura de los vi
rus se lleva a cabo mediante tratamiento con agentes tales como bromuro de 
cetiltrímetilamonio (CETAB), dodecilsulfato sódico y Triton X-lOO, acetato de 
butilo y etilo, y Tween 80 y tri-n-butil-fosfato. 

Vacunas formadas por an/igenos aislados 

Las vacunas constituidas por células enteras contienen frecuentemente, ade
más de los antígenos inmunogénicos deseados, compuestos tóxicos, que DO pue
den inactivarse fácilmenle. Como las células enteras contíenen el material gené
tico completo del patógeno, si éste no se ha muerto o no se ha atenuado com
pletamente, la vaCUDa por sí 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 patógeno. 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 Japón, contiene los componentes claves del antígeno como una 
hemaglutinina filamentosa (FHA) y un factor promotor de la linfocitosis (LPF). 
La toxicidad asociada con el LPF ha sído inactivada con formalina . Esta pre
paración tiene un contenido reducido de la endotoxina Iipopolisacárido. Las va
cunas contra la neumonía consisten en una mezcla de polisacáridos capsulares 
purificados de 14 tipos de Strep/ococcus pneumonia; cuya purificación se lleva 
a cabo mediante fraccionamiento con alcohol, centrifugación, tratamiento con 
detergentes catiónicos (por ejemplo CETAB), proteasas, nucleasas o carbón ac
tivo, ultra filtración y liofilización. Los polisacáridos capsulares purificados de 
Neisseria meningitidis. serogrupos A y C, se emplean en las vacunas contra la 
meningitis. 
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Olworrollo de vacunas mediante técnicas de DNA recombinante 

I ~ tecnología de DNA recombinante se emplea para desarrollar vacunas for
lIladas por subunidades, habiéndose clonado los genes que codifican las por
ciones del antígeno de superficie de la hepatitis B; los antfgenos de superficie 
aislados son eficaces como vacuna, y entre 1986 y 1987 se aprobó su empleo. 
llllnbién se ha desarrollado una vacuna recombinante que inmuniza frente a 
la viruela, y que es segura y barata . Además con esta técnica se han obtenido 
vacunas víricas frente a la gripe, la polio y el herpes. Thmbién han sido aislados 
antígenos proteicos de la superficie de los virus del SIDA (HIV, virus de la in
munodeficiencia humana), que inducen anticuerpos en los roedores. La demos
lración de que estos anticuerpos matan los virus fundamentó 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
tígeno del virus HN producido mediante cultivo de células de insectos, fue apro
bada para ensayo clínico en 1987 por la US Food and Drug Administration. 

La primera vacuna obtenida mediante ingeniería genética fue la de la pseu
dorrabia, un virus del tipo herpes que infecta a los cerdos, y 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 aminoácidos que imitan los centros rele
vantes de una proteina que recubre al virus). 

Anticuerpos monoclonales 

Cuando el cuerpo es invadido por una substancia extraña, tal como un virus 
O 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 inmunización se 
han utilizado como un medio de desarrollar resistencia natural a los organis
mos patógenos. 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 básica para la producción de anticuerpos monoelonales, pre
paraciones de anticuerpos especificas individuales producidos por células deri
vadas de un único antepasado o e1on. Los anticuerpos monoelonales, al tener 
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·f· ·d d I·gadora alta a un único centro (epitopo) en lIna molécul" una espeCl 1CI al . , 
en un antígeno de la superficie celular, son capaces de dIferenCIar ~mre anlfgc
nos relacionados que pueden diferir únicamente en ese únICO epi topo .. 

Los amicuerpos monodonales se utilizan ampliamente en forma de klts en 
análisis clínicos para la detección de situaciones y enfermedades que van desde 
la gestación hasta el cáncer y han sido probados como marcadores de lae~fer
medad o de los daños producidos dentro del cuerpo (dIagnóstIco medIante IIná
genes). Quizás tengan aún mayor significado las potenciales aplicaCIOnes ~e los 
anticuerpos monoelonales a nivel terapéutico. Entre los ejemplos de antIcuer
pos monoclonales comercializados se incluye un producto que bloquea el re
chazo del riftón después de su transplante y otro que elimina cualqUIer exceso 
potencialmente peligroso de la droga digitalina, admlrustrada a pacIentes con 
trastornos cardiovasculares. También tienen muchas aplicaCIones fuera de la me
dicina. En 1987 el mercado de los anticuerpos monoclonales representó unos 
300 millones de dólares, con más de 100 productos a la venta, y e~perándose 
que alcance los mil millones de dólares en 1990, y cuando estos antJ~ue~pos se 
empleen a nivel terapéutico, quizás a mitades de los noventa, los 7 mIl mIllones 
de dólares anuales. 

DESARROLLO DE LOS HIBRIDOMAS 

Los hibridomas son células capaces de producir anticuerpos monoclo.nales 
y de dividirse, y se obtienen por fusión de linfocitos B (capaces de produCIr an
ticuerpos) con ·células cancerosas (capaces de reproducuse) . El mlel~~a.com
pañero de la fusión confiere una capacidad de reprodUCCIón /fl Vllro lllimtada. 

Se incuba una línea celular madre miel ama, que carece del e~zlma hlpoxa~
tín fosforribosil t¡:ansferasa (HPRT) con células de bazo obtemé~dose del anI
mal una vez inmunizado con el antígeno deseado. La incorporacIón de pol~eh
lenglieol al medio de incubación promueve la fusión de las células, prodUCIen
do células híbridas. Las células se separan después de unos pocos mmuto.', se 
suspenden en un medio de cultivo que contiene suero fetal de terne~ y se dl~tn
buyen en placas con pocillos. Se añaden al ~ectio .arninopterina e hipo~antin~; 
el medio de post-fusión (HAT) también con llene IImldma, que proporclOna PI-
rimidinas mediante la ruta de recuperación. ., 

Las células de bazo normales no pueden proliferar en el .medlo de ~ultlvo. 

De la misma forma, debido a la deficiencia de HPRr, las células d~ mleloma 
mueren en presencia de aminopterina, agente antifolato que bloquea la r~ta al
ternativa de las células para la síntesis de nucleótldos. En consecue~cla, .unJca
mente las células fusionadas sobreviven y se desarrollan en colomas VISIbles. 
Los sobrenadantes de estas células de hibridoma se analizan para detectar la 
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prc~cnda de anlicuerpos monoclonales, que reaccionan CO I! el antígeno iJ1lllu· 
nl/31llC deseado, ensayándose cultivos seleccionados para la especi ficidad fren 
le (11 anticuerpo. Los hibridomas productores de los anticuerpos se clonan y se 
\ll11nccnan en nitrógeno líquido. 

rnODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES 

Un c10n particular de hibridoma puede inyectarse en ratones, en los que cre
ce en el liquido ascitico de la cavidad peritoneal , a partir de la cual pueden re
cogerse fácilmente los anticuerpos . De esta forma puede producirse una con
centración de anticuerpos superior a 10 mg ml- " y un ratón puede suministrar 
suficiente anticuerpo monodonal como para preparar más de 20.000 kits para 
diagnóstico, puesto que para cada análisis se requieren únicamente cantidades 
minúsculas. En aplicaciones terapéuticas se necesitan cantidades mucho más ele
vadas y en consecuencia ha sido necesario evolucionar hacia la producción in 
vilro de anticuerpos monodonales por métodos de fermentación. Por ejemplo 
una compañía, Charles River Biotechnical Services en USA, produjo en 1985 
unos 3 kg de anticuerpos monoclonales en líquido ascitico de ratón. Conside
rando que la producción de I 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 producción necesaria para obtener 3 kg/año 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
lIIentadores de 1.000 litros, además de un reactor de 200 li tros y varios de 100 
litros. Sin embargo, la principal desventaja de los sistemas convencionales de 
fermentación de cultivos celulares consiste en que las células de mamífero no 
pueden mantenerse a densidades superiores a 2 x lO'ml - ' . En estas condicio
nes las concentraciones típicas de anticuerpos monoclonales obtenidas son in
feriores a 75 I'g ml - '. Por consiguiente, un objetivo substancial ha sido el de 
desarrollar nuevos métodos de cultivo de células de mamíferos que incrementa
!oCn tanto la densidad celular como la concentración del producto. Monsanto 

orporation desarrolló un sistema de cultivo continuo para la producción 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 perfusión quimostático, se con
centran, se mezclan con una matriz en una proporción 1:10 y se colocan en un 
reactor cilíndrico, 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 eliminación de CO, (Fig. 10.14). Charles River 
extendió esto a la producción in vi/ro a gran escala mediante el sistema Opticel, 
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1~~~~~~~~~~~~ .:= Suministro de oxigeno e - Medios V productos c;==::::=:==:::;:::=-::==::==;;;::, _ agotados 

c:=~:;=:=*~='i=='i==:::=~~ - Medio fresco 

~~~~~~j~~~§~~ ~ ElimInaciÓn del dióxido de carbono 

"a. 10.14. Reactor de mantenimiento estático desarrollado en Monsanlo (reproduci
do con permiso de Van Brunt, 1986b). 

en el cual las células de hibridomas se inmovilizaban en una matriz cerámica. 
Bio-Response (USA) es capaz de producir hasta 150 g de anticuerpo monoclo
nal por día a partir de un cultivo medio de hibridomas de ratón que crecen en 
un reaclOr de fibra hueca de 400 litros. Las densidades celulares se mantienen 
por debajo de 5 x ID' ml - ' . Las ventajas de este sistema son que las células 
parecen necesitar menare; conc~ntraciones de suero que las necesarias en un 
cultivo discontinuo normal, permitiendo utilizar medios de cultivo definidos quí
micamente con bajo contenido de suero. Damon Diotech (USA) ha desarrolla
do una tecnología de microencapsulado de células especial basado en la inmo
vilización de las células hibridoma en esferas huecas de alginato de sodio gelifi
cado. Las células pueden crecer, y migran dentro de la microcápsula, y el tama
ño de poro está regulado para facilitar la difusión del nutriente y los metaboli-
105 en tanto que retienen el anticuerpo. Las microcápsulas se cultivan en reacto
res de 40 litros equipados con agitadores de velocidad variable, líneas de sumi
nistro de O, 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 período, la concentración de células y de anticuerpos monodonales dentro 
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d,· In llIicrocápsula se incrementa hasta superar las 10' células ml - 1 y los 3 mg 
1111 1 re pectivamente (Fig. 10.15). 

I lr GARROLLO DE ANTICUERPOS MONCCLONALES MEJORADOS 

Los ensayos terapéuticos limitados con anticuerpos monoclonales de ratón 
hUll demostrado ser efectivos a dosis bajas, y su toxicidad es también muy baja. 
Sin embargo, las proteínas de ratón son inmunogénicas en los humanos y los 
pucientes desarrollan rápidamente anticuerpos antirratón que reaccionan entre
~ruzadamente. Aunque se pueden obtener hibridomas humanos, la eficacia de 
la transformación es muy baja y la estabilidad de la producción de anticuerpos 
1l10noclonales es variable, por lo que se han desarrollado di versos métodos que 
permiten a los anticuerpos monoclonales humanos y a los anticuerpos híbridos 
(parte humana, parte derivada del ratón) expresarse en líneas celulares de ra
tón. Los anticuerpos normales consisten en 4 subunidades, dos cadenas pesa· 
das idénticas y dos cadenas ligeras idénticas. Se eslá desarrollando una segunda 
generación de anticuerpos que conlienen una única cadena, y que so n molécu
las recombinantes, producidas en la actualidad en E. eoli, que consisten en por· 
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FIl. 10.15. Crecimiento de células de bibridoma y producción de anticuerpos mono
cionales en microcápsulas (reproducido con permiso de Posillico, 1986). 
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ciones de regiones variables de cadenas ligeras y pesadas de un ami cuerpo un l 
das covalentemente a una molécula mediante un péptido espaciador (Fig. 10.16). 
Las ventajas de estos anticuerpos son su menor tamaí\o, su mayor estabilidad 
y el menor costo de producción del cultivo microbiano frente al cultivo de célu
l.as de mamíferos. 

Otros productos de cultivo de células de mamíferos 

Además de la producción de vacunas vfricas y anticuerpos monodonales, 
los sistemas de cultivo de células de mamíferos están siendo desarrollados o se 

B··· 
. . illf . 

Anticuerpo de una unlca cadena 

Anticuerpo IgG tlplco 

Hg. 10.16. Una nueva cadena sencHla de anticuerpo consistente en la porción variable 
de una cedena ligera y una porción variable de una cadena pesada conectadas por un 
péptido. Los centros de unión al antígeno están en el lado derecho de cada estructuro 
(reproducido con permiso de Klausner, 1986). 
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IlIililan actualmente para manufacturar una gran variedad de productos, espe
d ulillcnte para diagnóstico y cuidado de la salud del hombre y los animales. 
I'u In Thbla 10.1 se muestran una serie de productos farmacéuticos así como 
"" uplicaciones. Se espera que el mercado mundial de hormonas humanas, in
, ,,IIIItI, hormona del crecimiento, hormona de la fertilidad, factor de crecimien
tu cpilclial y estrógenos pueda alcanzar los 1,9 billones de $ en 1991. Es de su
I"lne, también que el mercado del activador del plasminógeno, de la 
IIllcrleukina-2, del imerferón y de otras linfokinas se desarrolle rápidamente y, 
con procesos basados en el cultivo de células animales y la fermentación de ce
pas bacterianas recombinantes, tecnologías que puedan competir unas con otras. 
Las técnicas de cultivo celular a gran escala utilizan biorreactores similares a 
lo usados en la producción de anticuerpos monoclonales. En la sección siguiente 
s. mostrarán más ejemplos acerca de los procesos de producción de interfero
nes mediante cultivo celular. 

El desarrollo de sistemas genéticos de alto nivel ha permitido insertar los 
genes de interés denlro de lineas celulares establecidas con objeto de conseguir 
la producción 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 proteínas pueden ser 
proce,adas exactamente como en el organismo (con glicosilación si es necesa
rio) y pueden ser secretadas en la conformación correcta en el medio. Las difi-

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

l~roduC10 

J in fokinas 
I 1 it ropoietina 
III ~ul i n a recombinante 
Células beta 
UI'Oquinasa 
J'actor estimulante de los granulociLOs 
AC' lh3dor ti sular del plasminógeno 

raCIOr de transferencia 
Proteína e 
Factor de crecimiento epidérmico 
Faclor VUI 
Hormona del crecimiento humano 
Onoclóll 
Illlcrfcrón alfa 

Enfermedad/condición 

infecciones virales 
Anemia, hemodiálisis 
Diabéticos dependiente de la insulina 
Diabéticos 
Coágulos sanguíneos 
Heridas severas 
Ataques cardíacos, para supervivencia 

hasta el hospital 
Esclerosis multiple 
Qrugía de la cadera, deficiencia de proteína e 
Quemaduras 
Hemofilia 
Deficiencia pituitaria 
Rechazo del trasplante de rinón 
Leucemia de las células pilosas 
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cultades presentadas en el cultivo de células sensibles a las ('ucrLas de e11ulIlI 
han sido resueltas mediante el desarrollo de bioneactores con fuerzas de d/ull" 
baja y con un buen control medioambiental. La desventaja que representa el 
costo de emplear medios que contienen suero ha sido superada con el dcsal'f() 
110 de los medios definidos. 

Agentes anticaocerosos 

La quimioterapia contra el cáncer se ha dirigido hacia el descubrimiento de 
agentes citotóxicos capaces de inhibir la división de las células de los mamífe
ros. El mercado mundial total de anticancerígenos excedió los mil millones de 
dólares en 1987, y se supone que para finales del siglo alcanzará los 27 mil mi
llones. Los agentes derivados de fermentaciones representan del 30 al 45 OJo de 
las drogas antitumorales más corrientes. Muchos de los anticancerígenos pro
ducidos por microorganismos y células de mamifero transformadas están en las 
primeras etapas de su evaluación oomo fármacos. En esta sección se van a revi
sar diversos ejemplos acerca de la producción mediante biolecnología de cito
tóxicos utilizando microorganismos y células animales. 

La adriamicina, un antibiótico de la familia de la antracidina, producido 
por Slreptomyces peucetius, ha encabezado las ventas de todos los agentes anti
cancerosos en USA durante varios aílos. Thmbién se han producido oomercial
mente enzimas que eliminan los aminoácidos esenciales y no esenciales para el 
tratamiento de leucemias y tumores sólidos humanos. La kasparraginasa ha si
do el enzima terapéutico antineoplástico que más éxito ha tenido, prefiriéndose 
la asparraginasa obtenida del suero de cobaya a los enzimas de E. coli o Erwi
nia carolOvora a causa de su reducida antigenicidad. Puede predecirse que la 
demanda de produclos como el interferón y los anticuerpos monodonales para 
el tratamiento de tumores de pulmón, mama, colon y próstata, y ciertos tipos 
de leucemias y linfomas crezca a mayor velocidad en los próximos aílos. En la 
actualidad se están probando clfnicamente algunos anticuerpos monodonales. 

ANTRACICUNAS 

La daunorrubicina, el primer antibiótico de la familia de las antracidinas 
efectivo clínicamente, fue aislado en 1963 a partir de Slreplomyces coeruleoru
bidus, y se utilizó primeramente para el tratamiento de la leucemia aguda. La 
doxorrubicina (conocida oomercialmente como Adriamicina) se obtuvo como 
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uu inlclllo de mejorar la anterior, por mutación del S. peucerius. ESlas (tolruci
dlnuR manifiestan una toxicidad cardiaca acumulativa, dependiente de la dosis 
e Ifl l!versible, por lo que, en consecuencia, se aislan o producen semisimética
IIt\'UJe muchas otras antraciclinas con el fin de obtener un agente eficaz con car
diOloxicidad reducida; en la Figura 10.17 se muestran sus estructuras. 

En la Figura 10.18 se muestra un proceso de fermentación para la produc
ción de daunorrubicina . El medio de cultivo contiene almidón O glucosa como 
fue ntes de carbono, fuentes de nitrógeno complejo como harina de soja, solu
bles de destilería, extraclO de levadura y harina de pescado y sales inorgánicas. 
La aireación se mantiene a 0,5 wm y la velocidad punta del agitador debe ser 
de 750 pies min - , en fermentadores de producción. El producto se obtiene en 
forma de glicósido. La acidificación del caldo entero después de la fermenta
ción, lisa las células e hidroliza los glicósidos a daunorrubicina. 

Debido a su potencial toxicidad, debe evitarse la exposición a líquidos que 
contengan material citotóxico mediante el empleo de una tecnologia de aisla
miento apropiada en los procesos de producción y purificación. 

INTERFERON 

Los sistemas de producción de interferón a partir de leucocitos y fibroblas
lOS diploides son ejemplos de los recientes procesos en el cultivo de células de 
mamíferos para la producción de agentes anticancerígenos. 

Los fibroblastos díploídes se íncuban en frascos y boteUas de cultivo girato
rias para conseguir un crecimiento a confluencia. Estas células pueden ser in-

Daunorublclna R :: H 
Adrlamlclne R =- OH 

F1g. 10,17. Estructuras de la daunorrubicina (R = H) y doxorrubicina (Adriamicina) 
(R = OH). 
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lila- 10.18. Producción de daunorrubicina mediante cultivo sumergido de Streplomy
ces peucetius (reproducido coo permiso de Aickinger, 1985). 

ducidas a producir interferon de fibroblastos humanos (HulFN-~) mediante ex
posición a poli !:C (ácido poliinosínico-policitidIlico); los rendimientos se ele
van por tratamiento con 100 U ml- , de HulFN-~ previamente a la inducción 
con poli !:C. Las células dependen del anclaje, por lo que el principal problema 
para el aumento de escala del proceso consiste en la provisión 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 agitación. Los inóculos para las sucesivas etapas son gene
ralmente del 20 al 25 'lo , obteniéndose concentraciones finales de células de 2 
a 5 X lO" células ml - ' . Los rendimientos típicos de HuIFN-~ son de 3,2 x 
Hr'UmI- 1 -

El' ¡nterferón de leucocitos (HuIFN-ll<) se produce a partir de suspensiones 
de leucocitos empleando HulFN-ll< 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 arnóni-
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co. Los rendimientos de HulFN-a oscilan entre 20.000 y 60.000 Uml ' . En la 
Figura 10.19 se muestra el proceso de producción de interfcrón. 

Aunque los resultados del interferon como droga antitumoral frenLe a Lu
mores sólidos no son especialmente alentadores, ha demostrado ser válido para 

Sangre entera estabi
lizada con dualO 

¡ 

Plasma _ 

cenlrifU9T ón eS1édl 

Recolección de los leucocilos sensibllitados 
Glóbulos roJos ¡ 

Mezcla de leucocitos de 50 donanles 

~ 
Almacenamien!o una noche a 4 oC 

¡ 
Purificación de los leucocitos - 0.83% (NHaI2 504 

1 
Centrifugación estéril 

Sobrenadanle de las 
células IIsadas - ---jI '6 , Medio de Incubacl n 

Células resuspendldas en frlo 

Medio de 
Incubación _ 
pr8calentado 

1 4 oC. agitación 

Activada """--100-200 U/mi HuIFN ........a ¡ 37' C. 2 h 

Inducción _ 100-150 HA unidades 

37'C. 17 h 

1 
Virus Sendallml 

Centrifugación 

~ 
HuIFN-a bruto 

Ag. 10.19. Proceso para la producción de a-intcrferón humano (adaptado con permi
so de Flickinger, 1985). 
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la terapia de algunos tipos raros de cáncer, especialmente de 1 .. leucemia de 1", 
células pilosas. 

Otros agentes farmacológicos microbianos 

las investigaciones en biología molecular han dado lugar al descubrimiento 
de nuevas generaciones de productos farmacológicos microbianos y también a 
la identificación de nuevas bioactividades de productos microbianos caracteri
zados previamente. Entre estos productos se incluyen agenLes antiinflamatorios, 
inhibidores de enzimas, inmunodepresores, inmunoestimulantes y agonist.as y 
antagonistas de hormonas. la estructura de algunos de estos compuestos está 
relacionada con la de algunos antibióticos. Muchos se producen de forma na
tural o son metabolitos secundarios modificados químicamente)' tienen una gran 
variedad de modos de acción incluyendo la unión al receptor, la interacción con 
la membrana o la pared celular, la unión a ácidos nueleicos, o la activación o 
inhibición de enzimas. El empleo de programas eficaces de detección de bioac
tividad in vi/ro se considera como un requisito para el descubrimiento con éxito 
de nuevos agentes. El clonado de genes facilita la construcción de sistemas ba
sados en células diseñados para detectar moléculas con nuevas actividades bio
químicas. Los receptores y Iigandos son fácilmente accesibles a través del clona
do y la expresión de genes eucariotas, y los sistemas de detección diseñados in
cluyen metodologías como el ELlSA. Se está intensificando la búsqueda de me
Labolitos secundarios, no antibióticos, activos a nivel farmacológico. Muchas 
compañías farmacéuticas consideran este momento como el comienzo de una 
segunda gran era semejante a la «era de oro de los antibióticos» de los años 
cuarenta-cincuenta de este siglo. 

Producción de shikonina por cultivo de células vegetales 

la shikonina y SUS derivados (Fig. 10.20) se encuentra en la raíz de la planta 
Li/hospcrmum erYlhrorhizon. utilizada tradicionalmente en Japón 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 Japón desde 
China y Corea para la preparación de shikonina pura que tiene un valor de 4.500 
$/ kg. 
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R: OH 
H 
OCOMe 
OCOCHMe2 
OCOCH=CM., 
OCOCH2 CHMe2 
OCOCH, 1 HM ., 

OH 

shlkonlna 
desoxlshlkonina 
acetllshlkonlna 
isobutllshllkanina 
(3 • ¡9-dlmetll acrl!shlkonine 
isovalerllshlkonlna 
tl'-hldroxilsovaJerllshlkonlna 

.'Ig. 10.20. Estructura de la shikonina y sus derivados. 

Tabla 10.2. Medio y otros parámetros para la producción de derivados de shi
konina mediante suspensiones de cultivos de Lithospermum erythrorhizon 
Cruj ita y Hara, 1985) 

Medio (mgll) 
C:., (NO, ),04H,O 
K:'-JO l 

KCI 
;"Ji1 1-! 2PO" -'ll-l lO 
MgSO, ' 7Ii,O 
ZnSO,, '4H 2 0 
H, BO, 

l't1rámelros del cultivo 
TemperaLUra de incubación (OC) 

~oncen t raci6n del in6culo 
(g. peso seco/ l) 
X,"(h - ') 

l38B 
160 
130 
38 

1.\00 
6 
9 

25 

5.6 
12 

ClISO" -5H20 
Na,MoO,·2H,O 
NaFe.EDTA·3H,O 
Kl 
Na ZS04 
Sacarosa 
Acido 3-indolacético 

0.6 
0.004 
3.6 
1.5 

2960 
·fO 000 

3.5 

Rendimiento celular (gI l) 17 .5 

Contenido de shikonina en la célula ('lo) 
Rendimiento de shikonina (mg/ l) 

Sc ha establecido una línea celular que puede acumular hasta el 15 OJo de 
ItI biomasa en forma de producto, optimizando la productividad a través de un 
programa de desarrollo del cultivo celular. El proceso de producción consiste 
en una fermentación 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 dlas; después las células se recolectan y se transfieren a un recipiente de pro
ducción de shikonina de 750 litros de capacidad y se incuban 14 días. El rendi
miento de shikonina y derivados es muy sensible a las interrelaciones existentes 
entre el suministro de oxígeno, la cantidad de inóculo y la concentración de los 
consti tuyentes en el medio. Los metabolitos secundarios de las células vegetales 
no son secretados al medio, sino que son retenidos en vacuolas y orgánulos. Los 
derivados de la shikonina se separan de las células mediante extracción con eta· 
nol. En la Thbla 10.2 se muestran las condiciones de producción que conducen 
a un rendimiento de 2,31 g de derivados de shikonina por litro de cultivo. 

J 

Capítulo 11 

Enzimas industriales 

Aplicaciones de los enzimas 

La mayoría 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 serín proteasa alca
lina obtenida a partir de Baci/lus licheniformis en los detergentes es la aplica
ción comercial dominante de las proteasas, seguida por el uso de cuajo de Mu
c~hei en la manufactura del queso, siendo también significativa -la utiliza
ción de la proreasa fúngica de Aspergi/lus oryzae para la modificación de la 
masay.."l pan y de las galletas. 

Las principales aplicaciones de los enzimas extracelulares que degradan el 
almidón consisten en la conversión de almidón en jarabes que contienen gluco
sa, maltosa y oligosacáridos, en la producción de azúcares fermentables en cer
vecería y en la obtención de bebidas alcohólicas y en la modificación de la hari
na de panadería. Entre los enzimas comercialmente importantes utilizados en 
una o más de estas aplicaciones destacan 1l!S a-l!!Oilasas del Bacillus lichenifor
mis, Bacillus amyloliquefacierts y Aspergillus oryzae y la amiloglucosidasa de 
Aspergillus niger. 

Las cepas de A. nig~r producen principalmente pectinasas y hemicelulasas. 
Los componentes mayoritarios de las pectinasas son la pectín esterasa, la endo
polimetilgalacturonato Iiasa y la poligalacturonasa. En los procesos de extrae-
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dón de lurno de frutas y de elaboración del vino, la pectinasn eleva el rCI"lI 
",ielllo de LUma, reduce la viscosidad, y mejora la exlracción del color de las 
,,¡,' le, y de las frutas y vegetales macerados. 

la, celulasas comerciales producidas por cepas de Tlkhoderma reesei, Pe
",,.,I/iU/Il !ulliculosum y Aspergi/lus niger, tienen en la actualidad unas aplica
..:i(lUc~ limitadas en el procesado de alimentos, en cervecería, en la producción 
dl' ulcohol y en el tratamiento de desechos. Su mayor potencial comercial con
,blC en la conversión de la Iignocelulosa y la celulosa de la madera en glucosa. 
Los componentes más importantes de la celulasa son la celobiohidrolasa, que 
tiene mayor afinidad por la celulosa cristalina, la endo-{3-I,4-glucanasa y la ce
lobiasa. Los Penicillium emersonii producen una {3-t,3; 1,4-glucanasa con apli
caciones importantes en la hidrólisis de los {3-g1ucanos de la cebada_ 

Otros enzimas extracelulares microbianos importantes son las Iipasas fúngi
cas y de levaduras y las lactasas y dextranasas fúngicas . 

La glucosa isomerasa es el enzima intracelular comercial q¡ás utilizado en 
la industria alimentaria, para convertir la lu a en fructosa aurante la pro
ducción de jarabes de maíz ricos en fructo a. Las lactasas comerciales bacteria
nas y de levaduras producidas con Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces ¡ragi
lis y Bacillus spp también son enzimas intracelulares. Los enzimas intraeelula
res se emplean también como reactivos de diagnóstico clínico, en ingeniería ge
nética, en investigación yen la biotransformación de productos químicos y far
IYlacéuticos. La hexoquinasa, la glucosa oxidasa, la glucosa-6-fosfato deshidro
genasa y la colesterol oxidasa son ejemplos importantes de enzimas microbia
nos utilizados en diagnóstico clínico. 

Las biostransformaciones han sido definidas como modificaciones enzimá
ticas seleclÍvas de compuestos puros en productos finales específicos 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
mus utilizados en las reacciones de biotransformación. Por ejemplo, la2eníci
Irn acilasa se utiliza para hidrolizar las cadenas laterales de lapenicilina produ
ciendo ácido 6-aminopenicilánico (6-APA) y las Laminoácido acilasas se usan 
ell la preparacíón de L-arninoácidos resueltos a partir de mezclas racémicas de 
D.L-aminoácidos acilados. Unicamente la forma L se desacetila, permitiendo se
parar la forma D, rerracemizarla y reutilizarla como substrato. Los grupos más 
importantes de biotransformaciones enzimáticas son probablemente los utili
lados en la industria farmacéutica, principalmente en las transformaciones de 
esteroles (véase Capitulo JO). 

Los enzimas no microbianos más notables son la papaína, presente en la 
planta Carica papaya, ulÍlizada en cervecería y en el procesado de alimentos, 
y la quimosina, ""traída del cuarto estómago de las terneras sin destetar utiliza
da en la manufactura del queso. Además de estos, los cereales malteados, utíli-
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zados en cervecería, son una fuente de a- y {3-amilasas. proteasas y {3-glucnllll"" 
para la licuefacción, sacarificación y extracción de azúcares fcrll1ClllUblc\ y 
nutrientes. 

La gran mayoría de los enzimas microbianos extracelulares se lIlilizan en rOl 
ma de enzimas solubles libres y no se recuperan para su reutilización. El costo 
del tratamiento enzimático por lote de substrato es relativamente bajo y la rL'eU 
peraci6n del enzima o el empleo de enzimas inmovilizados no es en general efi 
caz en términos de costo. Por el contrario, un número considerable de reaedo· 
nes, llevadas a cabo en la industria mediante enzimas intracelulares implica el 
uso de enzimas inmovilizados o células enteras irunovilizadas o libres, que pue
den reciclarse. Las glucosas isomerasas comerciales se preparan mediante inmo
vilización de células que contienen el enzima o por la inmovilización del enzi
ma aislado en soportes sintéticos, dependiendo del fabricante_ 

Los costos globales de producción de los enzimas intracelulares son subs
tancialmente mayores que los de los enzimas extracelulares, debido a los mayo
res costos de aislamiento y purificación y en consecuencia, con frecuencia es 
económicamente rentable la reutilización 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 penetración y difu
sión del substrato hacia adentro y del producto hacia afuera, y además que las 
células y las reacciones implicadas en la formación de subproductos indesea
bles puedan ser inhibidas o minimizadas. Los sistemas de biolransformación 
celular pueden ser particularmente aplicables a situaciones en las que el enzima 
implicado está asociado a la membrana o necesite cofactores específicos o en 
los casos en los que esté implicado más de un enzima. 

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

Nuevos avances 

PROCESOS RELACIONADOS CON LOS DERIVADOS LACTEOS 

Los cuajos microbíanos, más baratos que el de ternera (quimosina) se utili
zan en la producción de más 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 permanecían activos en el que
~o dundo lugar a la aparición de olores desagradables y a un menor rendimien
t<1, El tratamiento químico del cuajo de M. miehei con agentes oxidantes, como 
IlOI ejemplo H,O" da lugar a un enzima con unas propiedades frente a la tem
fléru tura semejantes, y que produce quesos de una calidad y rendimiento simi
IUle a los obtenidos con la quimosina. Muchas compañías e institutos de inves
I isución en biotecnología han realizado investigaciones encaminadas a produ
cir quimosina mediante ingeniería genética de bacterias y hongos . 

La lactosa presente en la leche y el suero es menos soluble y menos dulce 
que sus monosacáridos 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 desarrolló el siste
ma Tetra Lacta® System, consistente en añadir a la leche esterilizada una pe·' 
queila cantidad de enzimas que da lugar a la hidrólisis del 80 "" de la lactosa 
de la leche empaquetada en un período de una a dos semanas. 

Pueden añadirse a los quesos enzimas industriales con objeto de aumentar 
el efecto de los enzimas secretados por los cultivos starter en el desarrollo del 
aroma y sabor del queso. Por ejemplo, la proteasa de B. amyloliquefaciells esti
mula la maduración 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. 

T.bla tLl. Principales aplicaciones de las lactasas 

Materia prima Producto 

Suero Alimentos animales 

Suero con lactosa 
hidrolizada 

Suero desproteinizado Filtrados con lactosa 
hidrolizada 

Leche Leche con lactosa 
hidrolizada 

Comentarios 

Pennite la incorporación de 
más suero 

Impide la cristalización de la lac
tosa en el suero concentrado 

Utilizado como ingrediente en 
panadería. repostería y 
heladerla 

Propiedades similares a las de los 
jarabes de glucosa del equivalen· 
te dextrosa del medio 

Incrementa el poder edulcorante 
hnpide la cristalización en las 

leches concentradas 
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CERVECERIA E HIDROLlSIS DEL ALM IDON 

En la cerveza normal, de un tercio a un cuarto de los carbohidratos del mas
to se encuentran en forma de dextrinas límite, que no fermentan y permanecen 
como tales en el producto final. Sin embargo, la glucoamilasa de A. /liger hi
droliza estas dextrinas a azúcares fermentables, lo que permite obtener un mos
to más diluido, que con menor contenido calórico produce el mismo nivel de 
alcohol que la cerveza normal. El enzima puede añadirse al mosto a dosis altas 
a una temperatura de trabajo de 65 oc antes de la ebullición, o bien al fermen 
tador a dosis bajas dejándolo actuar durante todo el proceso de fermentación. 
La desventaja de éste último sistema es que las temperaturas normales de paste
rización no inactivan el enzima, lo que puede crear problemas de estabilidad 
durante el almacenamiento de la cerveza. Una posible solución de este inconve
niente podría ser la inmovilización de la glucoamilasa. 

Un intento reciente de emplear los enzimas en la industria de la cervecería 
consiste en hacer que las levaduras excreten estos enzimas durante el proceso 
de fermentación. Los Saccharomyces dias/aticus, distintos de los S. cerevisiae 
en tanto que producen glucoamilasa, no son aptos para cervecería puesto que 
producen malos olores y su glucoamilasa es demasiado estable frente a la tem
peratura. Otras levaduras, las Schwanniomyces cas/elli, poseen glucoarnilasa con 
la importante característica de que puede ser inactivada a las temperaturas nor
males de pasterización. Por tanto, el objetivo consistirá en introducir mediante 
ingeniería genética este enzima dentro de las S. cerevisiae. Otras investigaciones 
en curso se basan en el clonado de la ~-glucanasa, en proteasas que estabilicen 
la cerveza frente al frío y de otros enzimas de S. cerevisiae. 

Durante la maduración de la cerveza, la transformación oxidativa del "'
acetolactato en diacetilo y la reducción del diacetilo a acetoína son etapas limi
tantes de la velocidad del proceso global (Fig. 11.1). Sin embargo, la adición del 

CH3- C- C- CH3 

[

Tran SlormaClón _ 11 11 _Reductasas de 
cotldativa O O las levaduras 1 

OJacetllo 

=H H 
J Acetolactato 1 

CH3- C-C---CH3 decarboxuasa • CH 3- C-C-CH 3 
11 1 11 I 
O OH O OH 

Q·Acetolactato Aceta na 

Fig. t t. t. Conversión del ~~acetolactato en acetoína. 
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c,,/illlo acelolaclalo decarboxilasa a la cerveza recién fermentada evilll la for
IlliIcit\n de diacetilo y hace posible acelerar substancialmente el proceso de mu
tI"',lción, por lo que se inlentan encontrar fuentes adecuadas de este enzima. 

," ll'ucoamilasa se emplea junto con la ,,-amilasa estable a alta temperatu
lit en 13 licuefacción / sacarificación del almidón a glucosa. Aunque la glucoa
",da .. hidroliza los enlaces glicolíticos ,,-1,4 y ,,-1,6- la velocidad de ruptura 
de esle segundo tipo de enlaces es len la. El empleo de enzimas desramificantes, 
como pululanasa, que hidroliza preferencialmente los enlaces ,,-1,6; incrementa 
de forma significativa la velocidad de sacarificación. La primera pululanasa in
troducida comercialmente, derivada del Aerobacter aerogenes, tiene un pH óp
timo de aproximadamente 6,0 y no es muy eficaz a los pH de 4-4,4 necesarios 
para la sacarificación por la glucoamilasa. Recientemente se ha comercializado 
una pululan.s. de Bocillus ocidopullulyticus con unas propiedades de activi
dad/estabilidad frente al pH y la temperatura adecuadas para el proceso de 
sacari ficación. 

DEGAADACION DE LOS POLlSACAAIDOS DE LAS PAREDES CELULARES VEGETALES 

En los procesos enzímáticos basados en la degradación de tejidos vegetales 
no lignificados, como frutas y verduras, se han obtenido avances significativos. 
Las paredes celulares están 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
ríales complejos, ya que, para la degradación total se necesitan varios enzimas, 
enlre ellos celulasas, glucanasas, galactanasas, arabinasas y pectinasas. El me
jor conocimiento de las propiedades de estos enzimas y de los organismos que 
lo, producen ofrecerá el potencial para la producción de una gran variedad de 
en/imas que pueden facilitar (a) el encauzamiento de los enzimas hacia la de
~mdación de tej idos especificas mientras que deja inalterados a los otros, (b) 
lu maceración y disolución total de los tejidos y (e) la degradación total de los 
(lolisacáridos en monosacáridos. 

La degradación enzimática de la lignocelulosa aún no es económicamente 
rentable, debido principalmente a la resistencia de la lignina al ataque biológi
co. Como la celulosa cristalina de la madera está embebida en la lignina, está 
protegida frente a la hidrólisis por las celulasas; por consiguiente, deberán dise
narse métodos económicamente rentables para romper estos complejos de lig
nocelulosa de forma que la celulosa pueda quedar expuesta al ataque enzimáti
co. La hidrólisis de la celulosa requiere el sinergismo de tres importantes enzi
mas: la celobiohidrolasa, que actúa sobre la celulosa microcristalina, la endo
¡¡Iucanasa, que ataca las regiones amorfas de las fibras de celulosa y los lA-P-
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glucanos, más solubles, y la P-glucosidasa que hidroliza la celobiosa, producto 
de los dos primeros enzimas, a glucosa. En las preparaciones enzimAticas co
merciales más eficaces, producidas por Tl'ichoderma reesei, la actividad de los 
dos primeros enzimas está inhibida por la celobiosa. Además, este organismo 
produce únicamente niveles bajos de P-glucosidasa que, al eliminar la celobio
sa, reduce su capacidad inhibitoria. La P-glucosidasa resulta a su vez inhibida 
por el producto, la glucosa. Esta inhibición por el producto impide el desarrollo 
de procesos enzimáticos para la producción de glucosa a partir de celulosa, por 
lo que es necesario identificar o diseñar mediante ingeniería genética celulasas 
insensibles a la inhibición por el producto. 

REACCIONES ENZIMATICAS CON FASES ORGANICAS 

En los últimos años se han investigado aplicaciones muy interestantes de las 
reacciones enzimáticas, llevadas a cabo en sistemas en dos fases agua-solvente 
orgánico, y en medios orgánicos no acuosos. Los enzimas se emplean usualmeme 
en soluciones acuosas y en los casos en los que el agua sea un reactivo para 
la reacción enzimática la posición del equilibrio de reacción favorece general
mente la hidrólisis. Mediante el empleo de fases orgánicas, el agua puede ser 
un factor limitante y en estas condiciones la dirección de la reacción puede cam
biar hacia la síntesis. 

Los sistemas en dos fases, consistentes en agua y un solvente orgánico poco 
miscible con ella, pueden mejorar los resultados de las reacciones catalizadas 
por enzimas basados en substratos relativamente insnlubles en agua. La fase 
acuosa contiene el enzima y los cofactores o cosubstratos solubles en agua y 
la fase orgánica contiene el substrato. La reacción enzimática tiene lugar en la 
interfase, y el área in ter facial puede incrementarse por agitación hasta formar 
una emulsión. En la Thbla 1l.2 se indican algunos ejemplos de reacciones enzi
mAticas en dos fases, y en la Thbla llJ se exponen las ventajas de estos sistemas 
bifásicos. 

Aunque las teorías convencionales mantienen que los enzimas actúan úni
camente en soluciones acuosas, los estudios recientes acerca de la capacidad de 
los enzimas para actuar como catalizadores en solventes orgánicos demuestran 
que la mayoría, si no todos los enzimas, pueden también actuar en estos solven
tes. Todas las interacciones no covalentes que mantienen la estructura catalítí
camente activa de un enzima, incluyendo fuerzas de van der Waals, puentes de 
hidrógeno y puentes salinos, necesitan agua directa o indirectamente y si no existe 
nada de ésta, el enzima se desnaturaliza. Sin embargo, como el agua está por 
naturaleza unida estrechamente al enzima, éste siempre está rodeado por una 
capa de agua esencial como si fuera una concha. Es decir, que siempre que el 
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Tabla J 1.3. Ventajas de los sistemas en dos fases agua-solvent e orgánico CII 
las bioconversiones enzimáticas 

• Pueden conseguirse unas conversiones eficientes de substratos poco solubles en agua 
• Las reacciones catalizadas por enzimas hidroHticos pueden ajustarse para favorecer 

la síntesis 
• Los productos pueden prepararse rácilmente mediante la acción de enzimas, siem

pre y cuando sean poco solubles en agua 
• 
• 

Los enzimas son relativamente estables en estas condiciones y pueden estabilizarse 
posteriormente por inmovilización 
La contaminación microbiana se suprime debido a la acción de la fase orgánica 

enzima esté rodeado por esta monoeapa de agua, podrá actuar en medios orgá
nicos. A diferencia de los sistemas en dos fases descritos hasta ahora, estos sis
temas son monofásicos, puesto que operan en un medio orgánico esencialmen
te anhidro (esto es, con un contenido de agua inferior al I "7.). la naturaleza 
del solvente es crucial para mantener la capa de agua intrínseca que rodea al 
enzima, por lo que los mejores solventes serán los más hidrofóbicos, por ejem
plo los hidrocarburos, ya que los solventes menos hidrofóbicos tendrán mayor 
afinidad por el agua y podrán arrancar este agua esencial al enzima. Como los 
enzimas son insolubles en casi todos los solventes orgánicos, forman suspensio
nes y operan como suspensiones agitadas en estos sistemas orgánicos monofá
sicos. Algunos enzimas tienen mayor estabilidad térmica en los solventes orgá
nicos. Por ejemplO, la lipasa pancreática se inactiva casi instantáneamente a 
100 oC en, agua, mientras que su tiempo de reducción a la mitad a esta tempera
tura en soiventes orgánicos con un 1 "7. Y un 0,02 "7. de agua es de 10 minutos 
y 10 horas respectivamente. 

En medios orgánicos, los enzimas son capaces de catalizar muchas reaccio
nes que, debido al equilibrio de la reacción, serían virtualmente imposibles en 
agua. Por ejemplo, las lipasas catalizan la transesterificación, la esterificación, 
la amilolisis, el intercambio de acilo, la tiotransesterificación y las reacciones 
de oximolisis en medios orgánicos mientras que en condiciones acuosas predo
mina la hidrólisis. 

Estos nuevos avances en tecnologla enzimática tienen un gran alcance en la 
expansión de las aplicaciones industriales de los enzimas, especialmente en el 
área de la síntesis en quimica orgánica. 
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I'rodncción de enzimas 

PROCESOS GENERALES DE PRODUCCION 

Los enzimas microbianos se obtienen por fermentación en condiciones ~
I roladas de cepas de alto rendimiento en cultivos en superficie o sumergidos. 
Ln 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 recuperación 
del enzima a partir de los cultivos sumergidos consiste en la separación dellf
quido libre de células, que contiene el enzima, mediante filtración o centrifuga-

CultIVO microbiano 

¡ 
Fermentador para slembra 

+ 

Cultfvo en superlicie 

Cultivo sumergido ¡ 
extracción de agua 

y Ii1traclÓn L-__ -,-__ .:......... 

Adición de 

esta.lr ntes 

Enzima liquido 

Enzima liquido , 
EnzIma IfQuldo 
concentrado 

Precipitación 

+ 
Filtración 

+ 
Secado por aire o por atomización 

¡ 
Trlturacl6n 

t 
Enzima en pOlvo 

Fig. 11.2. Diagrama de flujo para la producción de enzimas industriales mediante 
fermentación. 
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ción. Los procesos de fermentación con cultivos en superficie se utilizan am 
pliamente además de los cultivos sumergidos para la producción de enzimas ex· 
tracelulares fúngicos, y en este caso la masa semisólida de la post-fermentación 
se extrae usualmente con agua antes de ser fillrada. El sobrenadan te o filtrado 
que contiene el enzima(s) se concentra y se vende como una preparación enzi
mática líquida normalizada que contiene conservantes y/o estabilizames, o se 
precipita, se seca y se muele con objeto de obtener el enzima en forma de polvo 
o de gránulos. 

En general, la recuperación de los enzimas extracelulares induslriales no exige 
una etapa de fraccionamiento del enzima. Muchos caldos de cultivo con enzi
mas extracelulares contienen diversos enzimas contaminantes, además 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 fúngica, pueden incrementar los rendimientos de alcohol 
obtenidos en la fermentación de la pasta de cereales tratada con ",-ami lasa/ ami
loglucosidasa. En un pequeño número de casos los enzimas contaminantes re
ducen la eficacia de los enzimas extracelulares en las aplicaciones industrial,s 
específicas, por lo que deben ser desnaturalizados o separados, del filtrado. Por 
ejemplo, la transglucosidasa contaminante, presente en las preparaciones de ami
loglucosidasa bruta, cata liza la conversión de glucosa en isomaltosa y panosa 
durante el proceso de sacarificación del almidón, reduciendo obviamente el ren
dimiento de glucosa producido, y en las fermentaciones alcohólicas 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 preparación de ami
loglucosidasa mediante adsorción con bentonita. La amiloglucosidasa destina
da a la obtención de cerveza baja en carbohidratos no deberia tener una activi
dad de proteasa apreciable, puesto que podría influir en la reducción de la es
puma del producto final y producir un exceso de nitrógeno ",-amino que favo
recería la contaminación de la cerveza durante su almacenamiento. 

El proceso de fermentación para la producción de enzimas intracelulares debe 
finalizar antes de que comienoe la lisis celular, que daría 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 combinación apropiada de técnicas 
bioquímicas de purificación para recuperar el enzima intracelular con unas es
pecificaciones dadas. Con frecuencia los enzimas clínicos se utilizan para deter
minar la concentración de substrato mediante procedimientos de análisis aco
plados que necesitan varios enzimas y cofactores, midiéndose finalmente el NAD 
o NADP oxidado o reducido por espectrofotometría a 340 nm. Aunque las es
pecificaciones para estos enzimas incluyen unos valores mínimos de la activi
dad específica del enzima, son mucho más importantes factores como los máxi
mos niveles de contaminantes permisibles, que podrían dar lugar a falsos posi-
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m. r or ejemplo la glucosa puede medirse con un siMem3 de lIl,,\lIsis acoplo 
, ."n hcxoqllinasa/ glllcosa-6-fosfato deshidrogenasa, puesto que la oxidación 
1" ~Iucosa da lugar a la producción cuanlitativa de NADH reducido, que 

Ic<k medirse espectro fotométricamente. En este caso, los enzimas contami
II/r' glucosa oxidasa, glucosa-6-fosfogluconato deshidrogenasa, ATP-asa y 
1\\)11 oxidasa podrían interferir con el análisis enzimático acoplado y por tanto 
berílln encontrarse en cantidades despreciables en las preparaciones enzimá
IlIS destinadas a diagnósticos clínicos. 

1.0' procesos para la producción de microorganismos para llevar a cabo bio
~n s rormaciones 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 degradación del producto que se desea obtener debe minimi
"se. En los casos en los que los enzimas indeseables no sean necesarios para 
crecimiento y metabolismo celular se pueden utilizar técnicas de mutación 
~e l ección para eliminarlos del organismo. Sin embargo, cuando estos enzimas 
'an necesarios para el crecimiento, pueden emplearse métodos físicos (calor) 
{JlIlrnicos (tratamiento con álcalis, ácidos, solventes, inhibidores, detergentes, 
1.: ) para suprimir su actividad enzimática por ¡nactivación o inhibición antes 
_ lu etapa de biotransformación. Finalmente podría ser necesario modificar 
permeabilidad celular para permitir unas velocidades adecuadas de difusión 

el su bstralO y el producto al / y desde el centro de actividad enzimática, lo que 
veces se consigue por disrupción de la membrana con acelOna O tolueno. 

flOCESOS DE INMOVILlZACION DE ENZIMAS 

l.a inmovilización de enzimas dentro de la célula huésped fue la técnica uti
,ada en el primer proceso comercial basado en la glucosa isomerasa. Las célu
"de Slreplomyces que contenian el enzima se calentaban durante cierto perío
tl de tiempo prua desnaturalizar los enzimas autolíticos, estabilizar las células 
hacerlas permeables a las moléculas pequei'las. Otro método industrial se bao 
Ibu en el empleo de agentes noculantes para fijar la glucosa isomerasa dentro 
e l." células de Arthrobacler. Estas preparaciones enzimáticas se transforman 
11 grán ulos con objeto de ser usadas en reactores enzimáticos. La glucosa iso
ncrasa también puede fijarse dentro de las células mediante un aldehído bifun
'Ion al reactivo de entrecruzamiento, como el glutaraldehído. En otros procesos 
)ara la producción de glucosa isomerasa inmovilizada industrial las células mi
:robianas que conlienen el enzima se fijan con glutaraldehído y se atrapan en 
~elatina . 

1ltmbién se ban utilizado procesos de atrapado en fibras, con materiales co
no el triaeetato de celulosa, para alrapar enzimas aislados para uso industrial. 
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Entre los enzimas comerciales inmovilizados de esta forma se eneuenlmll la glll 
cosa isomerasa, la amiloacilasa y la Il-galactosidasa. La glucosa isomerasll in
movilizada se preparó comercialmente por adsorción del enúma de Slreplotlly
ces en DEAE-celulosa y en alúmina. La primera aplicación a gran escala de los 
enzimas inmovilizados consistió en el empleo de amiloacilasa fúngica unida a 
DEAE-Sephadex para la resolución de los acil-D.L-aminoácidos sintetizados 
químicamente. 

BIOSINTESIS DE ENZIMAS MICROBIANOS 

Los organismos más importantes utilizados en la producción de enzimas ex
tracelulares industriales son los Bacillus y los Aspergillus, que en conjunto re
presentan del 80 al 85 OJo del mercado de enzimas extracelulares. Actualmente, 
los Trichoderma reesei son los principales productores industriales de celulasas, 
que, aunque en estos momentos tengan un mercado pequeño, su potencial co
mercial futuro puede ser extremadamente grande, superando quizás a los de· 
más enzimas combinados, si pudieran solucionarse los problemas técnicos ac
tuales asociados con la hidrólisis de la lignocelulosa. Las glucosa isomerasas 
se producen a partir de especies de Arclrrobacler, Slreplomyces y AClinoplanes 
para la manufactura de jarabes de fructosa. 

En el Capítulo 2 ya se han tratado los aspectos generales de la inducción 
y represión de la síntesis y mecanismos de secrección enzimática. 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 necesídad de transportar el mRNA 
del centro de síntesis a los centros de traslación de la superficie interna de la 
membrana citoplásmica. La observación 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 pane atribuida a la relativamente larga vida de 
reducción a la mitad del mRNA específico de las proteasas. 

Las amilasas y proteasas importantes comercialmente de B. amyloliqueJa
ciells y B. IicheniJormis se producen intrínsecamente, es decir, la velocidad de 
síntesis del enzima es relativamente constante, con independencia del substrato 
presente en el medio de fermentación. Los enzimas extracelulares inducibles tien
den a sintetizarse a velocidades basales bajas en ausencia de substrato, aunque 
mediante inducción la velocidad de síntesis puede incrementarse varios miles 
de veces. Auilque la mallOsa parece ser el mejor inductor de la ",-amilasa de 
A. ory;¡;ae, también el almidón, la glucosa y otros muchos a-D-gI\lcósidos pue
den inducirla. El almidón, la maltosa y la glucosa estimulan la producción de 
amiloglucosidasa por el A. niger. Está claro que estos enzimas no experimentan 
la represión por el calaba lito por la glucosa. Aunque la celulosa induce al com-
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1''''10 ..-dulasa de T. reesei, el verdadero inductor es probablemente lu cclobiosa. 
1 .1 l"cl",a es un inductor de las celulasas de T. reesei y también sirve como fuente 
,h, ',11 hono para el crecimiento. Las especies de Tric"oderma y Aspergillus pro· 
tlllcell eclobiasas (¡3·glucosidasas) eA1racelulares que son inducidas por muchos 
11 ~IIIct\,idos incluyendo la celulosa aunque no la celobiosa. Estos organismos 
""tlbién sintetizan ,8-glucosidasas intracelulares intrfnsecamente. La producción 
dI' poligalacturonasa por A. niger está potenciada por la presencia de substan· 
,,:hl., pécticas en el medio de crecimiento. 

La sintesis de muchos enzimas extracelulares está controlada por la repre
,Ión por el catabolito o el producto final. Las ex-amilasas de algunas cepas de 
//. lieheniJormis experimentan represión por el cata bolito por los productos fi
nules mayoritarios de la hidrólisis del almidón con ex-amilasa. La glucosa causa 
la represión por el cata bolito de las celulasas de T. reesei, y también reprime 
la sintesis de celobiohidrolasa y endoglucanasa en presencia de celulosa y otros 
inductores. Las (3-glucosidasas intracelulares intrinsecas producidas por Triclto· 
derma y Aspergillus son relativamente insensibles a la represión por el cataboli
lO. L1 producción de poligalacturonasa por A. niger está reprimida por el cata
bolito por la glucosa. La síntesis de proteasas intrínsecas por las especies de Ba
ed/us, también es sensible a la represión por el producto final; el glutamato y 
el aspartato reprimen la síntesis de proteasas por B. sub/ilis y la secrección de 
protca\as por B. lieheniformis. 

l.os modelos clásicos de regulación por el operón para la inducción y repre
,ió" cllzimática se refieren a Escherichia coli (véase Capítulo 2). No obstante, 
1", evidencias actuales sugieren que el control de la síntesis de enzimas extrace
lulares se ejerce primeramente al nivel de la transcripción y que el modelo del 
nperón para la regulación de genes es aplicable a estos sistemas, lo que ha sido 
n,"flrmado en el caso de la sintesis de penicilinasa por B. /icheniJormis. En la 
",ayoría de los casos los operonos de los enzimas extracelulares parecen consis
ti! ell un único gen estructural en vez de los típicos cluster o genes estructurales 
'1,,,. codifican una serie de enzimas en una ruta metabólica. Aunque el cAMP 
e, el principal mediador de la represión por el catabolito en las bacterias entéri
ca,. tales moléculas están ausentes de las cepas de Bacillus examinadas hata la 
fecha y el mecanismo de la represión por el catabolito permanece oscuro, espe
culálldose que el guanosin-3 ' ,5 ' -mono fosfato cíclico puede ser el efector en B. 
lic/leniformis. Aunque la regulación de la transcripción parece ser el principal 
punto de control de la síntesis de proteínas eucariotas, la expresión del gen es 
mru, compleja que en las bacterias, al procesarse un RNA transcrito de peso 
molecular elevado, con lo que algunos segmentos (intrones) se eliminan y las 
,ecuencias remanentes (exones) se empalman juntas para producir el mRNA que 
se traduce y que es posteriormente modificado en cada extremo. 
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La síntesis de enzimas extracelulares está usualmente asociada con la fu.);c 
de crecimiento exponencial o post-exponencial. En casi todas las condiciollc~ 
de crecimiento. las especies de Bacillus producen proteasas extracelulares du
rante la fase de crecimiento post-exponencial. La síntesis de la ex-amil.sa por 
B. IicheniJormis y A. oryzae ocurre durante la fase de crecimiento exponenCial. 
mientras que en B. sub/ilis y B. amy/oliqueJaciens el enzima se produce en la 
fase post-exponencial. Se ha postulado que cuando los enzimas se producen en 
esta fase la desrepresión se debe a la modificación de la especificidad de la RNA 
polimerasa, a través de la modulación de una pequeña molécula efectora o me
diante cambios en la composición de la RNA polimerasa, asociados a veces con 
sucesos tales como la esporulación. 

Enzímas recombinantes 

Las técnicas de ingeniería genética han dado lugar al desarrollo de un cierto 
número de productos para la industria farmacéutica. Como los enzimas son pro
ductos directos de genes son buenos candidatos para mejorar su producción a 
través de la ingeniería genética. Entre los beneficios que se espera obtener en 
los procesos útiles comercialmente se incluyen: (a) los menores costos en la pro
ducción de enzimas, (b) la producción de enzimas en organismos considerados 
generalmente como seguros (ORAS) aptos para ser utilizados en la industria 
alimentaria, (c) 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. co/i se ha conseguido un alto nivel de expresión con muchas proteí
nas extrañas en forma de gránulos. Los gránulos se aislan simplemente para pu
rificar el producto recombinante clonado, por lo que es necesaria su disolución 
con detergentes o agentes desnaturalizantes, con la consiguiente desventaja de 
que una etapa de replegamiento que renaturalice la proteína nativa reduce subs
tancialmente el rendimiento, elevando los costos. Las investigaciones recientes 
han hecho runcapié en el clonado de vectores de la secreción en E. co/i que ca
paci ten la secreción de la proteína extraña con eliminación de un péptido señal 
por las peptidasas señal presentes en E. coli. 

Para la producción masiva de enzimas, quizás la solución final consista en 
obtener mediante ingeniería genética enzimas útiles a partir de nuevas fuentes 
en los organismos claves actuales de la industria de los enzimas, B. subtilis, B. 
licheniformis, A . nige" etc. 
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I ¡" .epas del género Bacillus han sido utilizadas con éxilo C0l110 htlé~pcdcs 

1I a 111 I' lOdu cción de proteínas importantes producidas mediante lecnología 
I >NA rccom binanle, encontrándose dí ficultades con la estabilidad de los plás

Id"" puesLo que los DNA plásmidos pueden no segregarse de forma pariLaria 
111l' IlIs células hijas duranLe la división celular, lo que puede dar lugar a la 
IlIl atiÓ I1 de células hijas sin plásmidos que tienen un crecimiento ventajoso 
)t'IIO que no gastan energía en la formación de producto. Además con fre
leneia puede ocurrir la deleción estructural de los plásmidos. Los Bacil/us clo
~dos podrían contener niveles bajos de proteasa con objeto de reducir la de
u"aci ón proteolítiea de proteinas extrañas. Una vez resueltos estos problemas, 
S cepas de Bacil/us pueden volverse huéspedes ideales para la producción ex
acelular de proteínas heterólogas que no precisen la glícosilación post-trans-

ciona!. . h 20 
/..os hongos filamentosos, por ejemplo A. niger, pueden produclf asta 

'1 de enzima a partir de una única copia del gen de la glucoamilasa; también 
,.cden modificarse mediante ingenierfa genética de forma que expresen y se
e lcn proteínas de origen bacteriano. Además se ha indicado que los procesos 
¡¡icos de secrección de los sislemas de mamíferos y de hongos son muy simila
' •. Aunque sea necesario un mayor conocimiento de las rutas de glicosilación 
1 estas células eucariotas, los sistemas fúngicos ofrecen un mayor potencial 
~ra la síntesis y secreción de grandes cantidades de proteínas de mamíferos. 

Los Saccharomyces cerevisiae son capaces de expresar, glicosilar y excretar 
~/ il1\a s a partir de hongos y de otros eucariotas, por ejemplo la glucoamilasa 
c lspergillus. Sin embargo, los Saccharomyces no procesan correctamente los 
II Hlnes de los genes fúngicos de forma que debe utilizarse un gen libre de in· 
','ncs. Las especies de Aspergil/us son, sin embargo, mucho mejores que las 
¡Vrldllras a elevados niveles de expresión . 

I.,\S bacterias se pueden expresar a niveles elevados. Las bacterias Gram
c~a l ivas no son en general buenas secretoras de proteínas extracelulares en tanto 
ur las Gram-positivas son significativamente mejores. Algunos de los proble-
1" planteados en la secrección pueden superarse mediante el diseño particular 

L' ,ccuencias señal. Los hongos filamentosos no tienen capacidad para produ
I prolclnas heterólogas a las velocidades de síntesis elevadas observadas para 
~, proternas homólogas. 

La superación de las barreras que impiden la manipulación de organismos 
ecornbinanLes para producir y secretar cantidades altas de proteínas heterólo
¡1.\ es una prioridad esencia! para que la tecnología de ONA recombinante pueda 
plicarse a la producción de diversos productos proteicos, incluyendo enzimas 
I\dustriales. 

Capítulo 12 

1ratamiento de residuos 

Introducción 

La mayor escala de los procesos de fermentación microbiana controlados 
al menos parcialmente es la del tratamiento de efluyen tes. Tradicionalmente, el 
objetivo del proceso de tratamiento de desechos consiste en la reducción de la 
concentración de materia orgánica de las aguas residuales yen la dismínución 
del número de patógenos potenciales del agua, de forma que el efluyente pueda 
ser vertido con seguridad a! medio ambiente. 

La materia orgánica contenida en los desechos domésticos, agrícolas e in
dustriales es la principal causa de la contamínación, puesto que al ser metaboli
zada por los organismos presentes en las aguas receptoras, causa la rápida caí
da de la concentración del oxígeno y la eliminación de la flora y la fauna acuá
tica natural . El contenido de materia orgánica en los desechos puede determi
narse mediante tres análisis. Los análisis de demanda química de oxígeno (CaD) 
y de carbono orgánico total (TOC) miden el contenido de carbono orgánico me
diante oxidación química y pirólisis, respectivamente, detectando el ca, por in
frarrojos. La demanda biológica de oxígeno (OBO,) determina la fracción de 
desechos que son oxidables biológicamente mediante un proceso de incubación 
durante 5 dias con un inóculo apropiado. La medida del contenido de sólidos 
suspendidos en las aguas residuales mediante métodos turbidométricos y de fil
tración, permite clasi ficar los contaminantes en aquellos que obstaculizan el paso 
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lit> cepas del género Baci/lus han sido utilizadas con éxi lo como huéspedes 
I'a,.a la producción de proteínas importantes producidas mediante tecnología 
do IlNA recombinante, encontrándose dificultades con la estabilidad de los plás
nlltlos, puesto que los ONA plásmidos pueden no segregarse de forma paritaria 
<nlrc la~ células hijas durante la división celular, lo que puede dar lugar a la 
Inrlllncíón de células hijas sin plásmidos que tienen un crecimiento ventajoso 
rucsto que no gastan energía en la formación de productO. Además con fre
cuencia puede ocurrir la deleción estructural de los plásmidos. Los Baci/lus clo
nados podrían contener niveles bajos de proteasa con objeto de reducir la de
gradación proteolítica de proteínas extrañas. Una vez resueltos estos problemas, 
la" cepas de Baci/lus pueden volverse huéspedes ideales para la producción ex
lracelular de proteínas heterólogas que no precisen la glicosilación post-trans-
lacional. , 

Lns hongos filamentosos, por ejemplo A. niger, pueden produClf hasta 20 
gi l de enzima a partir de una única copia del gen de la glucoamílasa; también 
pueden modificarse mediante ingeniería genética de forma que expresen y se
creten proteínas de origen bacteriano. Además se ha indicado que los procesos 
básicos de secrección de los sistemas de mamíferos y de hongos son muy simila
res. Aunque sea necesario un mayor conocimiento de las rutas de glícosilación 
en estas células eucariotas, los sístemas fúngicos ofrecen un mayor potencial 
para la síntesis y secreción de grandes cantidades de proteínas de mamíferos, 

Los Saccharomyces cerevisiae son capaces de expresar, glicosilar y excretar 
enzimas a partir de hongos y de otros eucariotas, por ejemplo la glucoamilasa 
de Aspergillus. Sin em bargo, los Saccharomyces no procesan correctamente los 
inlrones de los genes fúngicos de forma que debe utilizarse un gen libre de in
trones. Las especies de Aspergillus son, sin embargo, mucho mejores que las 
levaduras a elevados niveles de expresión. 

Las bacterias se pueden expresar a niveles elevados, Las bacterias Gram
negativas no son en general buenas secretoras de proteínas extracelulares en tanto 
que las Gram-positivas son significativamente mejores. Algunos de los proble
mas planteados en la secrección pueden superarse mediante el diseño particular 
de secuencias señal. Los hongos filamentosos no tienen capacidad para produ
cir proteínas heterólogas a las velocidades de síntesis elevadas observadas para 
las proteínas homólogas. 

La superación de las barreras que impiden la manipulación de organismos 
recombinantes para producir y secretar cantidades altas de proteínas heterólo
gas es una prioridad esencial para que la tecnología de ONA recombinante pueda 
aplicarse a la producción de diversos productos proteicos, incluyendo enzimas 
industriales. 

Capítulo 12 

'Iratamiento de residuos 

Introducción 

La mayor escala de los procesos de fermentación microbiana controlados 
al menos parcialmente es la del tratamiento de efluyen tes, ltadicionalmente, el 
objetivo del proceso de tratamiento de desechos consiste en la reducción de la 
concentración de materia orgánica de las aguas residuales y en la disminución 
del número de patógenos potenciales del agua, de forma que el efluyente pueda 
ser vertido con seguridad al medio ambiente. 

La materia orgánica contenida en los desechos domésticos, agrícolas e in
dustriales es la principal causa de la contamínación, puesto que al ser metaboli
zada por los organismos presentes en las aguas receptoras, causa la rápida caí
da de la concentración del oxigeno y la eliminación de la flora y la fauna acuá
tica natural. El contenido de materia orgánica en los desechos puede determi
narse mediante tres análisis. Los análisis de demanda quimica de oxigeno (COO) 
y de carbono orgánico total (TOC) miden el contenido de carbono orgánico me
diante oxidación química y pirólisis, respectivamente, detectando el CO, por in
frarrojos. La demanda biológica de oxigeno (DBO,) determina la fracción de 
desechos que son oxidables biológicamente mediante un proceso de incubación 
durante 5 días con un inóculo apropiado. La medida del contenido de sólidos 
suspendidos en las aguas residuales mediante métodos turbidométricos y de fil
tración, permite clasificar los contaminantes en aquellos que obstaculizan el paso 

249 



2S0 DIOTECNOLOOIA DE LA FERMENTA ION 

'1lIbln 12.1. Etapas que pueden incluirse en el tratamiento microbiológico aero
hio de desechos 

l . Adsorción de substrato a la superficie biológica 
2. Degradación del substrato adsorbido mediante enzimas extracelulares 
1. Absorción celular de materiales disueltos 
4. Excreción de los productos de ruptura 
~. Lisis celular e ingestión por una pOblación celular secundaria 

de la luz (que afectan al crecimiento de las algas) o los que producen deposición 
de sólidos (que afectan la vida del fondo del río). Aunque el ni trógeno es un 
nutriente esencial en los procesos de tratamiento de desechos, el amoniaco resi
dual puede ser tóxico para la vida acuática. Los productos de oxidación del ión 
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-
10 puede ser tóxico para los niílos. 

Sistemas de tratamiento de desechos 

Las aguas residuales son normalmente complejas en composición por lo que 
,e lIecesitan plantas de tratamiento de desechos que incluyan microorganismos 
"upaces de metabolizar los diversos materiales de desecho de tal forma que el 
,'n llycnle pueda ser descargado al medio ambiente sin causar efectos adversos. 
UI mayoría de las plantas de tratamiento de aguas residuales domésticas y tam
hl~n muchos sistemas de tratamiento de aguas residuales de las industrias quí
Iflica.; y alimentarias incluyen tres o cualro etapas básicas: una primera etapa 
eH In que se separan las arenas y los demás sólidos, que se llevan a un digestor 
ue lodos; una segunda etapa de aireación para degradar los compuestos orgáni
co, uisueltos y algunos sólidos suspendidos mediante el metabolismo microbia
no; una elapa de separación de fósforo y nitrógeno con una precipitación quí
mica opcional; y una etapa de digestión anaerob ia para reducir el volumen de 
lo, lodos y generar metano. 

Existen sistemas sencillos, como los estanques y las acequias de oxidación , 
para la eliminación de residuos agrícolas mediante métodos aerobios . Sin em
bargo, particularmente para las granjas ganaderas intensivas, tiene considera
ble interés el desarrollo de unidades de digestión anaerobias para la digestión 
del estiérco 1. 

TRATAMI ENTO DE RESIDUOS 21 1 

FIg. 12.1. Filtro percotador (reproducido con permiso de Abson y Todhunter, 1967). 

TRATAMIENTO AEROBI O DE RESIDUOS 

En la Tabla 12.1 se resumen las etapas incluidas en los tratamientos micro
biológicos aerobios de residuos. Existen dos tipos principales de sistemas, lo, 
procesos con ftItro s percoladores y los procesos de lodos activados. 

Filtros perca/adores 

Un filiro percoládor sencillo típico consiste en un tanque cilíndrico de unos 
10 m de diámetro 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 biológico. El aire fluye de forma 
ascendente a través del lecho y permite la oxidación biológica de los desechos. 
El excesivo crecimiento de los microorganismos en el filtro restringe la respira
ción y el flujo, causando el bloqueo y el fallo del filtro, por lo que alternando 
sistemas de penetración doble, en los que el fl ujo de eOuente se invierte periódi
camente, se consigue mejorar la eficacia del filtro medida como eliminación de 
la DBO. 

Lodos act ¡vados 

El sistema alternativo más común al filtro percolador es el proceso de lodos 
activados, consistente en el mezclado con aireación y agitación por difusión desde 
el fondo o agitación superficial (véase Fig. 9.3) . El efluente parcialmente clari· 
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'kmlo ~c dirige hacia un recipiente aireado que contiene una !t u ,pcn~ión Ilm!u 
IId" de microorganismos y allí se airea durante un tiempo de residencia de 4 
I lO horas. Después se pasa a un lanque de sedimentación para eliminar los 
• .1", ¡1l't;voS floculados, parle de los cuales se reciclan al tanque de aireación 

y ;c me/c lan con los desechos que enlran, mientras que el resto se desagüa y 
le ,cea para desecharse o utilizarse como fertilizante. El sistema de lodos acti
vados es un tratamiento de desechos más potente que el de filtración puesto 
Que puede Iratar mucha mayor carga de efluyente por unidad de volumen que 
lo, lihros percoladores. Sin embargo, los costos de funcionamiento son signifi
cal ivarn enle mayores a causa de las operaciones necesarias de aireación y 
IlI c7clado. 

Avances ferien/es 

El diseño de una planta de tratamiento aerobio de desecbos se basa en la 
optimización de las condiciones de fermentación considerando los desechos, la 
población microbiana y el aireado. Normalmente, el factor limitante es la velo
eidad de aireación. El empleo de medios de soporte plás'ticos ligeros, moldea
dos para optimizar el área superficial y la ventilación, ha facilitado el desarro
llo de plantas con filtros percoladores compactos que no necesitan muros de 
contención importantes. 

Olro avance reciente es el uso de discos rotatorios sumergidos aproximada
mente en un 50 "0 de forma que la película microbiana va alternando lenta
mente su exposición al liquido y al aire ambiente. Una unidad típica de 7,5 m 
de longitud y 3,5 m de diámetro puede tener un área superficial de 9.500 m' 
para el crecimiento biológico. Este contactor biológico rotatorio tiene unas ca· 
r:lcterislicas similares a los filtros percoladores. 

La disponibilidad de oxigeno barato ha conducido al diseño de plantas de 
louos activados cerradas modificadas que utilizan oxígeno puro para conseguir 
concentraciones de oxígeno disuelto más altas, operando a concentraciones de 
biomasa más altas y tiempos de residencia menores sin pérdida de eficacia (Fig. 
12.2). También se ha diseñado una planta de tratamiento de desechos aireada 
el1cazmente 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 sección de flujo descendente y las 
burbujas de aire se inyectan en la sección de flujo ascendente, con objeto de 
reducir la densidad en esta zona. El gradiente de densidad entre los líquidos 
ascendente y descentente por encima del punto de inyección de aire, es el res
ponsable de la circulación del IJquido. 

Recientemente se han diseñado sistemas de tratamiento aerobio de desechos 
con lecho fluidizado que en esencia combinan los principios de operación de 
los fil tros percoladores con los sistemas de lodos activados, empleándose so-

, 
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Flg. 12.2. Planta de lodos cerrada activada con oxigeno puro (reproducida con permi
so de Wheatley, J984). 

portes biológicos como plástico o arena para los materiales biológicos; la flui
dización se consigue mediante inyección de aire u oxígeno en el fondo del lecho 
(Fig. 12.3), pudiendo mantenerse concentraciones de biomasa e.levadas. Estos 
nuevos sistemas son prometedores para la eliminación intensiva de desechos. 

TRATAMIENTO ANAEROBIO DE DESECHOS 

La digestión anaerobia de desechos, que se originó con el empleo de fosas 
sépticas, se basa actualmente en digestores de velocidad elevada. Entre las ven
tajas de los sislemas anaerobios respecto a los aerobios se encuentran la menor 
potencia necesaria por unidad de DBO tratada, la capacidad de carga del diges
tor, la producción de gas natural como producto final y la producción de un 
volumen de biomasa a eliminar más reducido. A pesar de estas ventajas, no es 
posible obtener la degradación 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 biológicas seguidas por los dese
chos en la degradación anaerobia para producir metano y dióxido de carbono. 
Estos procesos dependen del desarrollo de una com unidad bacteriana interde
pendiente compleja basada en tres grupos microbianos: el grupo fermentativo 
hidrolitico, el acetogénico hidrogénico y el metanogénico hidrogenotrófico. Las 
bacterias fermentativas hidroliticas convierten los polimeros complejos en azú
cares, ácidos orgánicos, alcoholes y ésteres, generando dióxido de carbono e hi
drógeno. Las bacterias acetogénicas hidrogénicas transfonman los productos de 
fermentación del primer grupo en acetato, dióxido de carbono e hidrógeno, y 
las metanógenas convierten el acetato y el hidrógeno en metano y dióxido de 
carbono. 
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Flg. 12.3. Planta de tratamiento de residuos con lecho fluidizado aireada con oxfge
no que utiliza como soporte partículas de arena (reproducido con permiso de Wheatley. 
1984). 

las metanógenas, sensibles a la acumulación de hidrógeno y al exceso de 
carga, crecen lentamente y motivan la mayoría de los problemas operacionales 
asociados con los sistemas de digest ión anaerobios. Sólo a presiones parciales 
de hidrógeno inferiores a 10 - 3 atm pueden degradarse los carbohidratos en con
diciones anaerobias. Los melanógenos hidrogenotróficos, que son los respon
sables de la eliminación del hidrógeno, tienen un tiempo estimado de duplica
dón de galO horas en tanto que las bacterias hidrolíticas formadoras de ácido 
lienen un tiempo de duplicación de unos 30 minutos. Una situación que condu
jera al declive de la población de melanógenos y al aumento relativo de las bac
lerias hidrolíticas puede desembocar en la acumulación de hidrógeno. En pre
,encia de una concentración creciente de hidrógeno, el metabolismo de las bac
lerias formadoras de ácido se altera, produciéndose ácido propiónico, butírico, 
caproico, valérico y láctico en vez de acetato e hidrógeno. Por consiguiente, aun
que la sobrecarga de la digestión viene indicada por un aumento de la concen
tración de hidrógeno y ciertos ácidos, la monitorización continua de estos me
labolitos puede utilizarse para controlar la velocidad de alimentación. 

Diseño de /In reactor anaerobio 

En la Figura U.5 se muestran los diseños básicos de algunos de los reactores 
anaerobios. El digestor convencional (a) es un sistema de mezcla completa sin 
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ng. 12.4. Metabolismo anaerobio de diversos compuestos hasta metano y dióxido 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 (e) 
por flocu]ación y los (d) y (e) por unión de la película microbiana a un soporte. 

Inóculos microbianos y enzimas para el tratamiento de desechos 

Durante los últimos 10 años se han desarrollado una serie de inóculos mi
crobianos y aditivos enzimáticos para el tratamiento de desechos. Los enzimas 
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Ag. 12.5. Reactor utilizado en el proceso de digestión anaerobia. (a) Digestor están
dar; (b) proceso de contacto anaerobio; (e) filtro anaerobio; (d) lecho f1uidizado; (e) tipo 
lodos anaerobios de flujo ascendente. 1, intluente; G. gas; E, efluente. 

microbianos comerciales y los microorganismos que los producen pueden aña
dirse a los sistemas de tratamiento de efluentes para acelerar la descomposición 
de la celulosa, hemicelulosa, grasas, proteioas, etc. Los ioóculos microbianos 
también pueden utilizarse durante la etapa inicial de un sistema de tratamiento 
de desechos o para acelerar la recuperación de un sistema colapsado por una 
carga excesiva o por una alimentación tóxica. Además, las nuevas técnicas ge
néticas son capaces de producir inóculos con cepas más eficaces que puedan 
digerir aerobia o anaerobiamente los desechos a velocidades más rápidas que 
sus contrapartidas presentes en la población microbiana natural . 

Además de las aplicaciones de los inóculos eo el tratamiento de residuos agrí
colas y urbanos, hay un substancial interés en el empleo de sistemas biológicos 
para la degradación de hidrocarburos y compuestos químicos resistentes. Los 
inóculos microbianos son adecuados para la degradación de crudos y ciertos 
materiales tóxicos, como el fenal. En la actualidad los métodos de aislamiento 
de cultivos microbianos enriquecidos, así como las investigaciones sobre mani
pulación genética se dirigen hacia el desarrollo de cepas microbianas adecuadas 
para la degradación de compuestos como colorantes azoicos, estilbenos, com
puestos cloraromáticos, hidrocarburos clorados y DDT. 
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Alginato. 9 
Alginatos, 179 
Almidón, 82 
American 1)rpe Culture Collection. 88 
a-amilasa, 11, J3S 
,,·amilasas, 233 
Amilasas, 82, 24S 
- microbianas, 4 
Amiloglucosidasa, 143, 145 
Aminoácido permeas. general, 135 
Aminoácidos, 8, 83, 88, 105, 183 
- cepas productoras de, 187 
- producción anual. 186 
Amoniaco, 83 
AMP, 41 
- biosíntesis de, 192 
Anaerobios estrictos, 18 
Antibióticos, 12, 35, 199, 200 
- sintéticos. 206 
Anticancerosos. 227 
Anticuerpos monoc1onales. 14, 102, 220 
- - mejorados, 224 
- - producción, 222, 224 
Antiespumantes, 80 
Antiinnamatorios, 231 
Antimicina, 170 
Antraciclinas. 227 
Aroma, componentes del, 136 
Arrhenius, ecuación de, 29 
Ascolltyceles. 10 
Ashbya gossypii, 10, 194 
Aspergillus, 15, 24 
Aspergillus niger, " 22, 34, 61, 78, 166, 

168, 170, 248 
- ochraceus. 209 
- oryzae, 65, 154, 233 
- lerreus, 78, 172 
ATP, 41 
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I tllfC!obasidium, 25 
{>lIl1l1la/ls, 9, 179 

Au xi liares de filtración, 97 
AU1<inas, 88 
·1 :.NobaC:ler vinelondii, 9, 179 
AIÍ,,,,,r, 82 
Allkarcs fermentables, 152 

ruptura de los, 32 

11 

(3-gal actosidasa, 38 
Bacillus, 15 
- lieheni/ormis, 11, 233 
- mesemericus, 11 
- polymyxa, 176 
- popilliae, 181 
- sphaericus, 181 
- sub /ilis, 10, 11, 191,213 
- thuringiensis, lO, 181 
Bacitracina, 75 
Bacterias del ácido acético, 138 
- - - láctico, 138 
- Gram-negativas, 20, 248 
- Grwn-posilivas, 20, 248 
- reproducción de, 20 
Bagazo, 165 
Bebidas alcohólicas, 133 
Bencilpenicilina, 75 
Bingham, plásticos de, 57 
Bioinsecticidas, 181 
Biomasa, 159, 215 
- producción de, 111 
- productividad de, 117 
- recuperación de, 106 
- rendimiento de, 117 
Biopolímeros, 9, 178 
Biorreaclor, 52 
- con bucle externo, 62 
- - - interno, 62 
- controlado por, 71 
- de bucle, 62 
- de lodos activos, 63 
Biolina, 74 
BME, 85, 86 
Bordelella pertllsis, 215 
Brandy, 133 
8rcvihacterium, 184 

ammolliagenes. 193 
¡IUtIUUI, 188 

Bromuro, 76 

C 

Caña de azúcar 1 164 
Candida, 121, 166 
- guilliermondii, 62, 168 
- pichia, 113 
- lItilis, 6, 23, 112, 113, 114 
Carbohidratos, 82, 112 
Carbopol, 78 
CarboximeLilcelulosa, 78 
Cariea papaya, 234 
Cartucho de fibra hueca, 103 
- espiral, 103 
Cebada, germinación de la, 10 
- malleada, 145 
Cefalosporinas, 105 
Celulas Bcd, producción de, 217 
Cél uJas (3, 226 
- cultivo de, 3 
- de hibridoma. crecimiemo de 224 
- eucariotas, 17, 18 
- procariotas, 17. 18 
- vegetales, cultivo de, 23 
Celulosa, 122 
Centrifuga de descarga de sólidos, 95 
- de tornillo decantador, 95 
Cemrifugación 94 
Centros alostéricos, 41 
Cephulosporium acremon;um. 12 
Cereal, 65 
Cereales malteados, 138 
Cerveza, 133, 134 
- ale, 142 
- elaboración de la, 138, 144 

fermentaci6n de la, 142 
lager, 142 
levaduras de la, 1 
maduración de la, 143 
pasterización de la, 5 

- producc,.;ón de, 1 
Chrysosporium pruinosum, 160 
Ciclo de los ácidos tricarboxl1icos, 32 
Citoquinonas, 88 
CitraLO, producción de, 168 
Cizalla sólida, 99 
Clarificación, cámara de, 139 
Clav/eeps, 211 
Clornnfenicol, 75 
Clorotetraciclina, 76 
- producción de, 206 
Clostridia, 18 
Closlridiwn u('elObulylicum. 7, 35, 174 

bOlltlimml, 1.55 
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- letani, 218 
- thermoaceticum, 35, 175, 176 
- thermoce/lum. 175 
COD,249 
Coloración de Gram, 20 
Composl, 65 
Compuestos qufmicos orgánicos, 159 
Cornezuelo, alcaloides del, 210 
COrlisol, 208 
Cortisona, 13, 207 
Corynebacleriw1/, 184 
- diphtheriae, 217 
- glulomicum, 188 
Crecimiento celular, 27 
Cromatografía con inmunoabsorbentes, 

102 
Cromosomas, 18 
CSF,87 
Cuajos microbianos, 235 
Cultivo continuo, síntes is de. 50 
Cuilivos Slarter, 126, 155 
- - lácticos, producción, 130 
Cunninghamella efegans. 197 

o 

D-glucono-d-Iactona, 170 
Daunorrubicina. 227 
- estructuras de la, 228 
- producción de, 229 
DeStilación, 92 
Delergen les, 99 
Deuteromye.·olina, 22, 181 
Dextranasas fúngicas, 234 
Dextrinas limite, 142 
Diacetilo, 137 
Digestión anaerobia, 256 
Diosgenina, 207 
Disrupción de células microbianas, 97, 

99 
DNA recombinante, tecnología de, 212 

E 

Eagle, 4 
ED,32 
Erectos Pasteur, 77 
EGF,87 
Elección del microorganismo, 115 
Fmhripn_M"vlf"rhnf_P:¡rnas. ruta de. 32 

Endomycopsis jibuliger, 23 
Enrermedades inrIamalOrias, 207 
Entner-Doudororr, ruta de, 32 
Enzimas, degradación de los, 37 
- en tralanlientos de desechos, 2.55 
- exrracelulares, recuperación, 106 
- hidrolíticos, 138 
- industriales, 233 
- inmovilización de, 244 
- microbianos, 11 
- - biosíntesis de, 24S 

para diagnóstico, 90 
- para investigaci6n, 90 
- producción de, 242 
- recombinantes, 247 
- secreción de, 43 
- síntesis de los, 37 
Eremothecium as}¡byil~ 10 
Ergocornina, 211 
Ergocriplina, 211 
Ergocristina, 211 
Ergosina, 211 
Ergostina, 211 
Ergotamina, 211 
Eritropoielina, 226 
Escarabajo japonés, ISI 
Eseherie"ia coli, 10, 15, 38, 212 
- - división del, 21 
Esclerogl ucano, 9 
Esporas, rormación de, 79 
Espuma, 80 
Esteroides, 12, 105 
- biolransformación de los, 209 
- obtención de, 207 
- estructuras de los, 208 
Estigmasterol, 207 
Estreptomicina, 12, 78, 105 
Etanol, 83, 159 
- fermentación del, 134 
- producción de, 161, 164 
Evaporación, 92 
Exocitosis, 42, 43 
Explantación, 3 
Extracción líquido-líquido, 100 
Extractos de maíz, 74 

F 

Factor de crecimiento epidérmico, 226 
- de transrerencia, 226 
- estimulante de los granulocitos, 226 
- VlII, 226 
Factores de creci miento, 87 
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l 'II 'i 1.: tlc ¡mend.a, 28 
\.':. t ~h.: ion[lria. 28 
logn.rtlmica, 28 

1':llllentDción. 242 
dl ,comlnua, 163 
knjl, 154 
maloláctica, 138 
on line. sistemas de. 68 

f-clfllCl1l3Ciones en alimentos. 4, 133 
- en substratos sólidos, 64 
- rúngicas, 11 
Fenncntador, diagrama de un, 56 
- disc~o 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 
FOF,87 
FHA,219 
Filtración, 94 
- con flujo tangencial, 97 
- convencional. 98 
- en flujo cruzado. 98 
Fitiro de placas, 103 
- de vacío rotatorio, 97 
- percolador, 251 
Filtros de placas, 95 
Fi(obormonas. 177 
Acming, A., 12 
Floculación, 94 
Fluidos Dcwtonianos, 55 
- no newlonianos, 56 

pseudoplásticos, 56 
f ormiaro de etilo, 137 
r'Osfato orgánico, 75 
Frttlgs acetatoT, 60 
Fruc tosa, 88. 136 
Fuerzas de cizalla, 99 
Fusarium, 25 
- gram¡flearum~ 6. 113, 120, 121 
- mOfloligorme¡ 177 

G 

~.gnluclo,idas., 38 
(,Af'. 135 
( i .I"L1hol I~rogrom, 8 

Ilrusmma. )62 
('Ullllu." ~I, 4 
(,c!allu, 'J 

Gibbere/la jiljikuroi, 177 
Giberelina, producción de. 178 
Giberelinas, !O, 177 
Ginebra. 133 
Glicerol, oblención del. 173 
- producción de, 7, 34, 76, l74 
Glucoamila.sa. 236 
Gluconato de. sodio, 105 
- fermentación del, 170 
Gluconalos, 170 
Oluc:onobacler. 157 
- suboxydans, 170 
Olucosa, 82, 88, 113 
- isornerasa, 234 
- - microbiana. 11 
- oxidación de la, 76 
Glutamato de sodio, 185 
- monosódico, 8 
GMP, biosíntesis de, 192 
Goma xantano, 9, 179 
GRAS, 247 
Orasas, 196 
Griseofulvina, 75 

H 

HAM,86 
Hemicelulasas, 233 
Hexosa monofosfato, ruta de la, 32 
Hibridomas, 14, 23, 221 
Hidrólisis cnzimática, 99 
Hierro, 75 
Hifa fúngica, 26 
HMP,32 
Hongos. clasificación de los, 22 
Hormona del crecimiento humano, 226 
Hormonas vegetales, 88 
HPLC, 102 

IM P, biosímesis de, 192 
Jnducción. 38 
Industrias cárnicas, 130 
- lácleas, 128 
Inóculos microbianos, 126, 131, 255 
Insecticidas microbianos, la 
- quhnic:os, 10 
Inseclos, virus de los. 182 
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Insulina hwnana, 15, 212 
- recombinante, 226 
Interferón alfa, 226 
- humano, producción de, 230 
- producción de, 228 
Interferones, 213 
Inlerleukina-2, producción de, 212 
Ion amonio. 75 
lsoenzimas, 41 

J 

Jarabes de maíz ricos en fructosa. 11 
Jerez, 134 
Jugo de cana, 165 

K 

K-<:as:cina, 150 
Karsubushi, 191 
Klebsiella oxytOca) 175 
Kiuyveromyces jragilis, 8, JI3, 121 
- 'aetis, 22 
Koch , Robert, 3 

L 

Laclasas, aplicaciones de las, 236 
- fúngicas, 234 
Lactato cálcico, 105 
- deshjdrogenasa, 35 
Lacrobaci/lus. 137, 146 
- delb,uckii. 7, 35, 173 
Lactosa, 82, 88 
LaclOsuero, 124 
Lactosuero, fermemación del, 8 
Largomicina F-H, recuperaci6n de, 108, 

110 
Leche, acidificación de la, 149 
- coagulaci6n de la, 149 
- homogeneización de la, 149 
Lecho Ouidizado, 252 
Legumbres, 65 
LeuCOflosioc oellU$. 138 
Levadura, gemaci6n de una, 26 

Levaduras, 2. 22 
de cervecería, 111 
de destilería, 146 
de panadería, 5, 111, 126 
fermemación con. 134 
noculación de Las, 79 
producción de, 124 

Lignocelulosa, 82, 160, 238 
Líneas ce! ulares, 23 
Linfokinas, 226 
Liofilizado, 92 
Lipasas fúngicas, 234 
Lisina, 8 
'- fermentación de la, .190 
- producción de. 34, 188. 190 
Urhospermum ery/rhorhizon~ 231 
- serythrorhizon. 4 
Lodos activados, 251 

M 

Maceraci6n, 139 
- por decocción, 139 
- por infusión, 139, 145 
Madeira, 134 
Madera, 65 
Maillard, reacción de, 139 
Maíz, 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 fermentación 6ptlrno, 74 
- formulación del, 73 
Medios de cultivo de células animales, 

83 
- - - para células. 86 
- de fermentación microbiana, 81 
Meningitis, vacuna contra la, 219 
Mesómos, 29 
Mctabolitos secundarios, biosiotesis, 35 
Metabolismo, 31 
- primario, 31 
- regulación del 36 
- secundario, 35 
Metabolitos no volátiles, 104 
Metano, 114 
Metanógenas, 254 
Metanol, 83. 122 
Meth)'lophilus, 33 
- melhylolropJlIIs, 6, 114, 121 
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Michaelis-Menlcn, ecuación de, 76 
Micoprotcfna, 6 
Micoproteine RHM, obtención de, 123 
Mlcrococcus. 132 
Microorganismos, 18 

fisiologia de los, 77 
industriales, 17 

Miso, 154 
- producción de, 153 
Monad, ecuación de, 30, 50 
Margan, 4 
Moromi, 154 
Morlierella isabellia, 197 
Moscas negras, 181 
Mosquitos, 181 
Mosto de cerveza, 135 
- de uva. 136 
- separación del, 141 
Muto!; 24 
- miehei, 150 
My<:obacrerium tuberculosis, 214, 215 

N 

Neomkina, 75 
Newtan, ley de la viscosidad de, SS 
NGF,87 
Nitrato, 75 
Nitratos, 83, 88 
Nitrógeno, fuentes de, 83 
NPU, 120 
Nucleósidos, J91 -
Nucleótidos. producción de, 195 

o 

Operones, 38 
Oporto, 134 
Onoclón, 226 
Orugas, 181 
Osmosis inversa, 101 
Oxigeno, 76 
- velocidad de absorción, 76, 77 

p 

raja, 65 

Pan, fabricación del, 150 
- masa del, 1, 4 
Papalna, 234 
Parafinas, 113 
Pasteur, Louis, 2 
PDGF,87 
Pectinasas, 233 
PediocoCCIlS, 137, 155 
- cerevisjae. 132 
Penicilina, 12, 75, 78, 105 
- fermentación de la, 205 
- producción de, 202 
- ruta biosint~tica de la, 202 
Penicilinas, 201 
- modificadas, 12 
- semisintéticas, 201 
Ptnicillium. 11, 25 
- camemberti. 128, 150 
- chrysogenum, 78 
- notatum. 12, 199 
- roque/orti, 128, 150 
Pentosas, fermentación de las, 162 
Peptidasa seftal cotraduccional , 44, 45 
Péptido sei'1al, 44 
Péptidos, purificación de. 106 
Permeabilidad, 79 
Petróleo, 159 
pH,30 
- comrol del, 80 
PHB, 180 
Plásmidos, 18 
Plásticos biodegradables, 9 
Poli-b-hidroxibutirato, 180 
Polihidroxibutirato, 9 
Polio, vacuna contra la, 214 
Polisacáridos, degradación de los, 238 
- microbianos, 178 
- recuperación de, 106 
Potencia, número de, 60 
Precipitación, 100 
Pregnenolona, 208 
Proceso Melle SoinoL, 165 
- Viena, 6 
Procesos continuos, fermentación en, 

47,48 
- de recuperación. 103 
- de separación, 91 
- discontinuos alimentados, 47, 48 
- - fermentación, 47, 48 
Producto, purificación del, 89 
- recuperación del, 89 
Productos cárnicos fermentados, 155 
- para uso médico, 199 
- qulmices, biosintesis de, 161 
Proceso Holandés, 6 
Progesterona, 13 
Propionibacterillm. 149. 194 

INIJICE ALFABET ICO 

Protcasa alcalina, 233 
Prorcasas. 39, 233, 245 
- microbianas, 5 
Proteína e, 226 
Proteinas activado ras, 38 
- de organismos unicelulares, 5, 33, 

112, 114, 116, 117, 121, 125, 
- purificación de, 106, 108 
- represoras, 38 
Pruteen, 6 
Pseudomonas, ID, 32 
- denitriflcans, 194 
- e/ode., 9, 179, 
Pseudorrabia, 15 
- vacuna contra la, 220 
Psicró filos, 29 
Pululan asa, 135 
Pululano, 9, 179 

Q 

Queso, 1 
- elaboración del, S 
- fabricación del , 148, 151 
Quimiorganotrofos, 18 
Quimosina, 235 
Quimostatos, SI 

R 

Reactor anaerobio, diseño de un, 254 
Recuperación de los productos solubles, 

100 
Regulación feedback acumulativa, 41 
- - concertada, 41 
Rendimiento, 91 
Reograma, 57 
Represión feedback, 40 
- por el calabolilo. 38 
RER, 120 
Residuos de alambiqu(\ 165 
- tratamiento de, 249 
Reynolds, número de. 60 
Rhi1.ophus. 24 
- arrhiz.us, 13, 78 
- nigricans. 209 
- oligosporus, 1 S4 
Ribollavina, 75, lOS, 194 
- producción de, 10 

Ribulosa monofosfato, ciclo de la, 123 
- - vla de la, 33 
Ron, 133 
Roux, 3 
Rutas metabólicas anaerobias, 34 

s 

Sacarificación, 146 
Sacarosa, 82, 88 
Saccharomyces. 15 
- bailli, 135 " 
- cerevisiae, 22, 76, 111, 126, 134, 162, 

m, 248 
- djastaticus. 237 
- rouxii, 135 
- uvarum, 134 
Saccharomycopsjs fibllligera, 113 
SAEC, 189 
Sake, 133 
Su/mone/l. typhi, 215 
- - producción de, 216 
Salsa de soja, producción de, 153 
- koikuchi, 154 
Salvado de trigo, 65 
Schwanniomyces casre/U. 237 
Sc/erotillum. 9 
SCP, 33, 111 
Secado por atomización, 92 
Secreción couaduccional, 44. 45 
- postraduccionaJ, 45 
Sedimentación, 94 
Selerotium, 179 
Sensores off line. 67 
- on line, 67 
Separación por tamanes, 100 
5Hz en cerveza , 137 
SHAM,169 
Shikonina. 4 
- estructura de la, 232 
- producción de, 64, 231 
SIDA,220 
Sidra, 133 
Sinéresis, 149, 150 
Slntesis proteica de los eucariotas, 37 
- - - procariotas, 37 
Sistemas de aireación, 54 
- de cultivo sumergido. 60 
- de mezclado, 54 
- en dos fases. 239 
SOz en cerveza, 137 
Soja fermentada, 152 
- salsa de,' 3 
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pirulína, 
Stoph)'lococcus aureus, 12, 155 
- comosUS, 155 
SlrepfOcoccuS~ 146 
- cremoris, 128 
- lacris. 128 
- pneutnonia, 219 
Sl replomyces, 12, 18, 76, 244 
- aureofacieTts, 206 
- griseus, 78 
- peucetius, 227 
_ pluricoloresceus. 108, 110 
Substratos, 112 
- com piejos, 83, 84 
- sólidos, 65 
Suero de leche, 112 

fetal de ternera, 83 
- funciones del, 85 

T 

Takadiastasa, 11 
TeA,32 
Tecnologia de ONA recombinante, 15 
- microbiana, 2 
Tempeh, 154 
- producción de, 153 
Temperatura, 29 
Termófilos, 29 
Tetraciclina, 76 
_ ruta biosintétka de la, 204 
Tetraciclinas, 204 
TGF,87 
Thermoanaetobacrer elhanoJicus, 162 
TOC,249 
Toxinas bacterianas, 217 
Transferencia de energía, 58 
- de masa, 57 
- de md1;cno, 58 
lTaslocasas, 43 
1tatamiento aerobio de residuos, 251 
- anaerobio de desechos, 253 
TNchoderma, 24 

u 

Ultrafiltración, 101 
Urea, 83 
Uroquimun, 226 

", 
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v 

Vacuna de poliovir~, 219 
Vacunas, 13, 214 
_ producción de, 214 
- víricas, 4, 218 
Válvula de muestreo aséptica, 52 
Velocidad de crecimiento, 29 
Vibr io choJerae. 13, 215 
__ producción de, 216 
Vinagre, J, 155 
_ producción de, 60 
Vino, 133 
- blanco, 137, 147 
_ clarificación del, 148 
_ elaboración del, 1, \47 
- tinto, 137, 148 
Viruela, 13 
_ vacuna contra la, 214 
Virus. 26 
Viscosidad, 56 
Vitamina Bl l, 194 
_ síntesis de la, 10 
Vitaminas, 9, 194 
- del grupo B, 9 

W 

Wodka, 133 
Whisky, 133 
- bourboo, 145 
- de centeno, 145 
_ destilación del, 147 
- escoces, 145 _ 
_ fermentación del, 146 
_ mnduración del, 147 
- producción de, 145 .,(. 

x ) 

XanthomonQS compes/ris, 9 

z 

Zinc, 75 
Zygomycotinn, 22 
Zynomonas mobjJ;s. 162 
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