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RESUMEN.

Los avances en ingenieria genética estan dando forma a un nuevo estilo de mejoramiento
genético. Se ha intentado una de las estrategias de mejora en la produccion de penicilina: el
aumento en la dosis de los genes pchC y penDE en Penicillium chrysogenum implicados en
los dos ultimos pasos de la via biosintética. Se obtuvieron transformantes P. chrysogenum
derivados de la cepa P2-32 (de alta produccion) y Wisconsin 54-1255 (de baja produccion)
utilizando al vector de clonacion construido para probar el efecto de introducir una o mas
copias extras de estos dos genes pchC y penDE en ambas cepas recipientes. En la
construccion de este vector bifuncional fueron incluidas secuencias de ADN del plasmido
pC43, como el origen de replicacion colE1, el gen Cm para la resistencia al cloranfenicol y
el modulo para la resistencia a fleomicina. Un fragmento de ADN de 5.1 kpb flanqueado
por secuencias para reconocimiento de la enzima Sa/l fue obtenido del plasmido pJL33.
Este fragmento contiene a los dos genes de interés y se ligdé dentro del tnico sitio para la
enzima Sall del pC43, lo cual permitié crear al vector de expresion nombrado pUAMICI.
Se empleo el sistema de seleccidon por resistencia a fleomicina para la transformacion de P.
chrysogenum. El sistema de transformacion resulté ser el doble de lo efectivo para la cepa
de alta produccion (28 transformantes recuperados del medio) que para la cepa de baja
produccién (13 clones resistentes). El 50 % de los transformantes derivados de la cepa
Wisconsin 54-1255 (TW) presentaron resistencias a la fleomicina de 40 a 60 pg/mL.
Mientras que los originados de la cepa P2-32 (TP) 30 % de los transformantes adquirieron
resistencias de 50 a 80 pg/mL. Los transformantes TP generaron en promedio zonas de
inhibiciéon mayores (34 mm) a los TW (20 mm), en bioensayos por cobertera. Con este
método, se aprecio una correlacion directa entre el tamafio de halo y el grado de resistencia
adquirida a fleomicina, correlacion mas definida para los transformantes TW. De tal forma
que el porcentaje promedio de aumento en la produccién de penicilina G en medio por
cobertera, llevada a cabo por los transformantes TW fue de 80 a 100 % en comparacion a la
cepa sin transformar y, de 25 a 29 % para los clones TP. El método de cobertera aplicado
para la seleccion de transformantes mejorados fue un sistema valido que se puso a punto,
tiene un grado aceptable de fiabilidad, la variabilidad de los valores es pequefia y es un
ensayo repetitivo y representativo con los resultados de FL. El 45 % de los transformantes
TW y 30 % de los TP exhibieron una relacién directa entre la resistencia a la fleomicina y
la cantidad de penicilina generada. Dos de los tres transformantes TW analizados,
adquirieron porcentajes de incremento en la produccién especifica de penicilina G que van
del 116 al 224 % en FL con respecto a la cepa parental; y un clon TP gener6 un porcentaje
de incremento del 48 %. El nivel de produccion especifica en FL alcanzado por las colonias
TW en general fue parecido al de los clones TP. A diferencia de la FL, ninguno de los
transformantes evaluados en la FS fueron capaces de obtener porcentajes de incremento
importantes en los niveles de produccion especifica de penicilina G con respecto a las cepas
parentales. Los transformantes TP presentaron producciones especificas ligeramente
superiores a los TW en FS. Los niveles de produccién de penicilina de los transformantes
TW y TP en FS fueron, respectivamente, 2.5 y 3.5 veces superiores al alcanzado en FL y, la

produccion especifica obtenida por ambos transformantes fue casi del doble en FL que en
FS.

X1
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INTRODUCCION.

La produccién de antibidticos ha resultado ser una de las mas lucrativas actividades de la
industria farmacéutica en los dltimos cincuenta afios, razén por la cual en este tiempo se
han conseguido los mayores avances en el conocimiento de la biosintesis de tales
antibioticos. En este sentido, la penicilina es un buen modelo y un ejemplo. El
conocimiento de los mecanismos basicos de biosintesis de antibidticos, sobre todo los
denominados beta-lactdmicos, ha permitido la puesta a punto de importantes procesos de
producciéon a gran escala. A medida que se optimizaron la composicién del medio de
cultivo, los factores ambientales, o se mejoraron las cepas productoras, utilizando técnicas
de mutagénesis al azar, se logrd aumentar en varios ordenes de magnitud la produccién de
dichos compuestos.

La Biologia Molecular supone una herramienta avanzada en cuanto a la posibilidad de
mejora genética de las cepas de produccion industrial. Tales técnicas posibilitan la
modificacion controlada del genoma del microorganismo, permitiendo en todo momento
asignar una relacion causa-efecto entre la alteracion introducida y el resultado observado.
Sin duda, algo mucho mas completo de analizar que en el caso de las mutaciones inducidas
por “métodos clasicos de mutagénesis”. Gracias a esta disciplina, se puede observar el
efecto de cambios introducidos en todos los niveles de la ruta de biosintesis.

En el caso de los antibidticos beta-lactdmicos, una vez clonados los genes responsables de
la via, los primeros intentos de mejora de las cepas de produccion se basaron en la idea de
que si la produccion dependia de la expresion de unos genes, todo cambio capaz de afectar
positivamente a dicha expresidon podria traducirse en un incremento de la produccién. La
forma mas inmediata de aumentar la produccién de estas fases iniciales de aplicacion de las
técnicas del ADN recombinante consistio en el incremento de la dosis génica. Esto es, el
aumento del niamero de copias de los genes que codifican para una proteina determinada
dentro del microorganismo.

La primera aplicacion exitosa del incremento de la dosis génica, como estrategia de
mejoramiento genético en el campo de los antibidticos, fue con el gen cefEF en A.
chrysogenum [1]. En cuanto a los genes de biosintesis de penicilina, la sobreexpresion del
gen pchAB en A. nidulans ha llevado a una produccion 30 veces superior a la de la cepa
parental, si bien los valores obtenidos siguen siendo muchos 6rdenes de magnitud inferiores
a los de las cepas de Penicillium chrysogenum utilizadas a nivel industrial [2]. El gen
penDE de P. chrysogenum también ha sido utilizado en este tipo de experimentos [3], y de 4.
nidulans [4], los resultados no condujeron a la aparicion de resultados satisfactorios. En otros
experimentos de transformacion [5], se incluyo el fragmento de 5.1 kpb que contiene los
genes pchC y penDE: los dos mejores transformantes de P. chrysogenum Wisconsin 54-
1255 alcanzaron un incremento de produccion de penicilina del 40%. Solamente, se ha
logrado integrar todo el conjunto de los genes para la via de penicilina, en hongos no
productores, los genes se han expresado heterologamente confiriendo asi capacidad
productora de penicilina a estos organismos [6]. En este sentido, la posibilidad de aplicacion
de dichas técnicas es enorme, y su utilizacion puede afectar tanto a procesos de nuevo
disefio como a procesos ya optimizados.
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Por otra parte, se ha demostrado la necesidad de utilizar cepas especificas [7] para la
fermentacion sélida (FS). Esto ha despertado el interés por un mayor conocimiento de la
fisiologia microbiana en medio so6lido junto con el desarrollo de la metodologia necesaria
para generar cepas sobreproductoras especiales para FS.

El presente trabajo pretende evaluar el efecto del incremento de la dosis génica sobre la
produccién de penicilina en sistemas de fermentacion solida y fermentacion liquida (FL),
por cepas de P. chrysogenum de alto y de bajo nivel de produccion.

El proyecto se realizd en el Laboratorio de Metabolitos Secundarios e Ingenieria Genética
del Departamento de Biotecnologia de la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad
Iztapalapa.
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1. GENERALIDADES Y ANTECEDENTES.

1.1. METABOLITOS SECUNDARIOS.

Anteriormente los fisidlogos microbianos asumian que la fase estacionaria del crecimiento
microbiano representaba una inactividad metabolica total para el microorganismo. Fueron
los quimicos de productos naturales quienes cuestionaron tal concepto. Entre 1920 y 1930,
los quimicos orgéanicos encontraron que los cultivos fiingicos en fase estacionaria eran una
fuente inagotable de compuestos orgdnicos complejos. Segun sus estructuras moleculares,
se evidencid que estos compuestos no jugaban un papel importante durante la fase
exponencial del crecimiento del hongo. Algunos afios antes, los fisidlogos vegetales
reconocieron dos clases de compuestos producidos por las plantas; compuestos como la
clorofila, que es sintetizada por todas las plantas, y que fueron nombrados productos
primarios del metabolismo (como amino acidos, nucleétidos, lipidos y carbohidratos, que
son esenciales para el crecimiento), y a los compuestos como el alcanfor y los taninos, que
s6lo son producidos por una especie particular de plantas, y que no se asigna ninguna
funcion metabdlica. Estos tltimos fueron llamados productos secundarios del metabolismo

8].

Poco mas de dos décadas después, el término fue usado para describir un amplio rango de
compuestos producidos por microorganismos, compuestos que no tienen una relacion
directa con los constituyentes de la célula. Hoy dia, el término metabolito secundario
frecuentemente esta mas asociado a productos microbianos que a productos vegetales. Una
definicion adecuada para estos compuestos es la propuesta por Demain et al., 1997 [9]:
metabolitos no esenciales para el crecimiento vegetativo de organismos productores en
cultivos puros. A pesar de la enorme diversidad de estructuras quimicas encontradas en los
metabolitos secundarios, muchos de estos compuestos pueden agruparse en pocas clases en
funcién de su origen biosintético [10].

Los metabolitos secundarios o idiolitos, como también se denominan, no son esenciales
para el crecimiento del microorganismo productor, pero tienen diversas funciones en la
naturaleza. Los metabolitos secundarios se usan en la naturaleza o en la industria como
antibidticos, pigmentos, toxinas, efectores de competicion ecoldgica o simbiosis,
feromonas, inhibidores enzimaéticos, inmunomoduladores, agonistas de los receptores,
pesticidas, agentes antitumorales y potenciadores del crecimiento de animales y plantas.
Estos compuestos tienen un efecto importante en la salud, nutriciéon y economia. En
contraste con los metabolitos primarios, los secundarios son producidos por algunas
especies de un género, y por algunas variantes. La mayoria de los microorganismos que
producen metabolitos secundarios llevan a cabo procesos complejos de diferenciacion
celular. Se han descubierto alrededor de 10 000 metabolitos microbianos y se caracterizan
por poseer estructuras quimicas complejas, entre las que se incluyen anillos beta-
lactdmicos, péptidos ciclicos que contienen aminoacidos no naturales, azlcares poco
frecuentes, etc. Generalmente tienen actividad bioldgica o farmacolédgica y son producidos
después de la fase de crecimiento exponencial, durante la llamada idiofase.
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Los metabolitos secundarios, normalmente se producen como familias de compuestos como
resultado de la baja especialidad de las enzimas del metabolismo secundario. La
abundancia relativa de uno de los miembros de la familia puede incrementarse por la
adicion de precursores (biosintesis dirigida). Los principales tipos de vias metabdlicas
implicadas son aquellas que participan en la sintesis de compuestos aromaéticos y anillos
beta-lactamicos.

La producciéon de metabolitos secundarios esta fuertemente regulada por los factores
ambientales en los que crece el microorganismo. Debido a que una de las funciones del
metabolismo secundario en la naturaleza es permitir la supervivencia del microorganismo,
especialmente bajo condiciones de ayuno o de superpoblacion, no es sorprendente que los
genes del metabolismo secundario no sean expresados bajo condiciones que permiten la
méaxima velocidad de crecimiento. En consecuencia, el ambiente del microorganismo en el
tanque de fermentacion tiene importancia crucial para la expresion genética en la industria.
Para producir metabolitos eficientemente, el ambiente debe ser limitante en una o mas
fuentes de carbono, nitrogeno o fosforo. Otras condiciones a tener en cuenta son la
presencia de inductores o represores, regulaciéon por producto final, pH, temperatura y
suministro de oxigeno.

1.2. SUSTANCIAS ANTIBIOTICAS.

El término antibidtico fue propuesto por Waksman, descubridor de la estreptomicina, para
definir sustancias dotadas de actividad antimicrobiana y extraidas de estructuras orgéanicas
vivientes. La busqueda de antecedentes previos demuestra que en 1889 Vuillemin, en un
trabajo titulado Antibiose et symbiose, crea el término antibiosis para describir la lucha
entre seres vivos para la supervivencia. Mas tarde, Ward adopta esta palabra para describir
el antagonismo microbiano.

Las sustancias medicinales tienen el poder de destruir o detener el crecimiento de
organismos infecciosos en el cuerpo. Un grupo particular de estos agentes se constituye de
drogas llamadas antibioticos, del griego “anti” (contra) y “bios” (vida). Algunos
antibidticos se producen de organismos vivientes tales como bacterias y hongos. Otros son
sintéticos (producidos artificialmente).

La penicilina es quizds el mejor antibidtico conocido. Su descubrimiento y posterior
desarrollo ha permitido a la profesion médica tratar efectivamente muchas enfermedades
infecciosas mortales.
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1.2.1. PRIMERAS EXPLICACIONES DEL CONCEPTO DE ANTIBIOSIS.

Ya a finales del siglo XIX existen estudios que sugieren la posibilidad de aprovechamiento de
las interferencias producidas por el desarrollo de determinados microorganismos sobre el
crecimiento de otros y que empiezan a demostrar las propiedades antibacterianas de
determinadas especies del género Penicillium.

Asi, John Burdon Sanderson, bacteridlogo, y William Roberts, profesor de medicina,
observaron de forma independiente en 1871 y 1874, respectivamente, que la presencia de
alguna especie de este género fungico en un medio de cultivo suprimia el crecimiento
bacteriano.

Los primeros en asociar estos estudios acerca del antagonismo microbiano producido por el
hongo Penicillium con su uso terapéutico fueron Joseph Lister y Emst Duchesne. El primero
de ellos describia en una carta su esfuerzo en la bisqueda de un antibidtico no téxico,
efectivo contra las bacterias pero no lesivo para el cuerpo humano. En 1872 observé que el
hongo Penicillium glaucum era capaz de inhibir el crecimiento de bacterias en la orina
humana. Parece que en 1884 Lister utilizé un extracto de este microorganismo para aplicarlo
localmente sobre una herida infectada de una enfermera del Kings College londinense. De ser
asi, y aunque no ha quedado constancia del procedimiento empleado ni del €xito o fracaso del
tratamiento, la hermana Ellen Jones fue el primer paciente tratado con penicilina.

Por su parte, Duchesne (médico militar) estudi6 el efecto antibiotico del hongo Penicillium
sobre bacterias en organismos integros. En un experimento utilizé conejillos de Indias para
infectarlos con suspensiones bacterianas de Escherichia coli y con las mismas suspensiones
bacterianas mezcladas con un cultivo de Penicillium glaucum. Los animales inoculados con
la mezcla de bacterias y hongos fueron los tnicos supervivientes, mientras que los que habian
recibido solamente la suspension bacteriana murieron en un periodo maximo de 24 horas. El
experimento de Duchesne (recogido en su Tesis Doctoral, presentada en Lyon en 1897)
permaneceria en el olvido hasta casi 40 afios después. Alexander Fleming no conocia estos
estudios en el momento en que se considera “oficialmente descubierta” la penicilina.

En la segunda mitad del siglo XIX la posibilidad de que un microorganismo interfiriera con
el crecimiento de otro fue un tema de activa investigacion: asi, en 1877 Pasteur y Joubert
mencionan también las posibilidades terapéuticas de este fenomeno. Cornil y Babes realizan
en 1885 experimentos sobre antagonismo microbiano “in vitro”, sugiriendo que una sustancia
quimica producida por uno de los microorganismos actuaba como inhibidor del crecimiento
del otro. Garre, en 1887, demuestra que una sustancia de Bacillus fluorescens inhibe el
crecimiento de Staphylococcus pyrogenes. En 1889 Vuillemin le asigna a este fenémeno el
nombre de antibiosis: vida contra vida.

A finales del siglo XIX el concepto de antibiosis se encontraba perfectamente definido: el
antagonismo microbiano podia estar causado por una sustancia especifica liberada por uno
de los microorganismos presentes. La idea adquirié una forma mucho mas nitida cuando en
1896 Gosio consiguid cristalizar una sustancia (adcido micofenélico) con una poderosa
accion antiséptica frente a Bacillus anthracis, a partir de caldos de cultivo de Penicillium.
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1.2.2. HISTORIA DE LOS ANTIBIOTICOS.

El mecanismo de accion de los antibidticos no habia sido conocido de forma cientifica
hasta el siglo XX; sin embargo, la utilizacién de compuestos organicos en el tratamiento de
la infeccion se conoce desde la antigliedad.

Los extractos de ciertas plantas medicinales se han utilizado durante siglos, y también
existe evidencia de la utilizacion de los hongos que crecen en ciertos quesos para el
tratamiento topico de las infecciones. La primera observacion de lo que hoy en dia se
denominaria efecto antibidtico fue realizada en el siglo XIX por el quimico francés Louis
Pasteur, al descubrir que algunas bacterias saprofiticas podian destruir gérmenes del antrax.
Hacia 1900, el bacteriélogo aleman Rudolf von Emmerich aislé una sustancia, capaz de
destruir los gérmenes del cdlera y la difteria en un tubo de ensayo. Sin embargo, no eran
eficaces en el tratamiento de las enfermedades.

En la primera década del siglo XX, el fisico y quimico aleméan Paul Erlich ensayo la
sintesis de compuestos organicos capaces de atacar de manera selectiva a los
microorganismos infecciosos sin lesionar al organismo huésped. Sus experiencias
permitieron el desarrollo, en 1909, del salvarsan, un compuesto quimico de arsénico con
accion selectiva frente a las espiroquetas, las bacterias responsables de la sifilis. El
salvarsan fue el unico tratamiento eficaz contra la sifilis hasta la purificacion de la
penicilina en la década de 1940. En la década de 1920, el bacteridlogo britanico Alexander
Fleming, que mas tarde descubriria la penicilina, encontr6 una sustancia llamada lisozima
en ciertas secreciones corporales como las lagrimas o el sudor, y en ciertas plantas y
sustancias animales. La lisozima presentaba una intensa actividad antimicrobiana,
principalmente frente a bacterias no patégenas.

La penicilina, el arquetipo de los antibidticos, es un derivado del hongo Penicillium
notatum. Se descubrié de forma accidental en 1928; esta sustancia demostré su eficacia
frente a cultivos de laboratorio de algunas bacterias patdgenas como las de la gonorrea, o
algunas bacterias responsables de meningitis o septicemia. Este descubrimiento permitio6 el
desarrollo de posteriores compuestos antibacterianos producidos por organismos vivos.
Howard Florey y Ernst Chain, en 1940, fueron los primeros en utilizar la penicilina en seres
humanos.

La tirotricina fue aislada de ciertas bacterias del suelo por el bacteridlogo René Dubos en
1939; fue el primer antibidtico utilizado en enfermedades humanas. Se emplea para el
tratamiento de ciertas infecciones externas, ya que es demasiado tdxico para su utilizacion
general. Los antibioticos producidos por un grupo diferente de bacterias del suelo
denominadas actinomicetos han resultado mas eficaces. La estreptomicina pertenece a este
grupo; fue descubierta en 1944 por el bidlogo americano Selman Waksman y
colaboradores; es efectiva en el tratamiento de muchas enfermedades infecciosas, incluidas
algunas contra las que la penicilina no es eficaz, como la tuberculosis.

Desde la generalizacion del empleo de los antibidticos en la década de 1950, ha cambiado
de forma radical el panorama de las enfermedades.
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Enfermedades infecciosas que habian sido la primera causa de muerte, como la
tuberculosis, la neumonia o la septicemia, son mucho menos graves en la actualidad.

También han supuesto un avance espectacular en el campo de la cirugia, permitiendo la
realizacion de operaciones complejas y prolongadas sin un riesgo excesivo de infeccion. Se
emplean igualmente en el tratamiento y prevencion de infecciones por protozoos u hongos,
especialmente la malaria (una de las principales causas de muerte en los paises en
desarrollo). Sin embargo, los avances han sido pocos en el campo del tratamiento de las
infecciones virales.

Existen farmacos para el tratamiento del herpes zoster o de la varicela. Y se esta realizando
una intensa labor de investigacion para encontrar un tratamiento eficaz para la infeccion del
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), con incidencia mundial en la actualidad.

1.2.3. GENERALIDADES DE LOS ANTIBIOTICOS.

Accién de los antibiéticos. Los antibidticos pueden ser bacteriostaticos (detienen el
crecimiento de las bacterias) o bactericidas (matan a las bacterias). El modo de accién de
los distintos antibioticos es diverso, pero todos ellos tienen como requisito un contacto
fisico entre antibidtico y microorganismo susceptible. En algunos casos no se conoce
perfectamente su modo de accidn, en otros afecta a la superficie celular impidiendo el
crecimiento, en otros mas el mecanismo de accion se ejecuta imposibilitando la biosintesis
de proteinas microbianas.

En el laboratorio, el analisis de la accion de los antibidticos consiste en la determinacion de
la cantidad de droga necesaria para frenar la reproduccién o eliminar las bacterias. Sin
embargo, las dosis terapéuticas siempre son inferiores a este valor tedrico, pues la
reduccion del numero de agentes infecciosos en el organismo (sin llegar a la eliminacién
total) facilita la apariciéon de una inmunidad corporal. Por otro lado, si las dosis aplicadas
son excesivamente bajas se corre el riesgo de la aparicidn de bacterias resistentes a su
accion (lo que supone un grave problema en la actualidad).

Fabricacion: Natural. Inicialmente, todos los antibidticos empleados para el tratamiento
de algunas enfermedades provenian de la biosintesis llevada a cabo por ciertos organismos
vivos. Este proceso de biosintesis de antibidticos, se sigue usando actualmente para la
elaboracion a nivel industrial de una gran variedad de estos compuestos con accién
antibacteriana. En este sentido, es necesario proveer las condiciones ambientales favorables
en el medio de cultivo para que los organismos puedan llevar a cabo la produccion del
antibidtico, que posteriormente se extrae de la mezcla de cultivo aprovechando las
propiedades fisicoquimicas que presentan estos compuestos organicos.

Actualmente, se elaboran una gran cantidad de antibidticos de manera sintética. En el caso
de los antibidticos derivados directamente de las penicilinas, se aprovecha el hecho de que
este tipo de antibidticos poseen un nucleo quimico llamado anillo beta-lactdmico. Este
anillo tiene adjunto una cadena quimica que es diferente en cada tipo de penicilinas.
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Tal cadena se puede intercambiar quimicamente por otras moléculas diferentes dando como
resultado la sintesis quimica de distintos antibidticos que en muchos casos presentan
propiedades totalmente distintas del que derivaron, ademds, de que presentan efectos
potencialmente diferentes sobre organismos diferentes. En este sentido, algunas de estas
drogas sintéticas se han empleado para tratar mas eficientemente procesos de infeccion en
el organismo.

Aunando a este hecho, varias industrias farmacéuticas ahora usan imagenes generadas por
computadora del anillo beta-lactdmico que les permiten realizar experimentos con una gran
variedad de cadenas quimicas potenciales a ser unidas. Asi, los investigadores han
desarrollado antibidticos sintéticos con una actividad terapéutica de mayor duracién que los
originales. Tal hecho ha permitido la aparicion de drogas mas efectivas contra un rango
mas amplio de procesos infecciones de lo que eran las drogas anteriores.

Espectro bacteriano. El estudio de la accidon de un antibidtico permite determinar su
efecto antibacteriano en términos del espectro bacteriano dentro del cual es efectivo. De tal
forma, que en ensayos efectuados en varios laboratorios se ha observado que algunos
antibidticos como la penicilina, tienen accidn efectiva contra un rango restringido de
microorganismos como los de tipo cocos gram negativos y gram positivos, espiroquetas y
bacterias gram positivas. Por esta razon, los antibidticos con esta caracteristica se les llama
de espectro limitado. También, existen otros antibidticos como las tetraciclinas y el
cloranfenicol, que presentan un rango mas amplio de accion terapéutica razon por la cual se
les denomina antibi6ticos de amplio espectro.

Antibiograma. Comtinmente se le suele llamar antibiograma a una prueba de laboratorio
que consiste en determinar la resistencia o sensibilidad de las bacterias que se hacen crecer
en placas con medio de cultivo suministrados con diferentes concentraciones de diversos
tipos de antibidticos. En este estudio, si un microorganismo que esta en contacto con la
droga por un tiempo determinado conserva aun su capacidad reproductora, se deduce que el
antibidtico es inoperante farmacologicamente para tal microorganismo: hay resistencia al
antibidtico. Contrariamente, si aparece en la placa una zona libre de colonias bacterianas
producida por la accién del antibidtico se dice que el microorganismo es sensible a la
droga. Esta zona circundante al antibiotico, se le suele llamar halo de inhibicién.

Clasificacion. Existe una gran variedad de antibiéticos que se agrupan segun su diferente
origen y propiedades. Los que a continuacién se mencionan son los de mayor uso comun:

Penicilinas. Los diversos tipos de penicilinas constituyen un gran grupo de antibioticos de
los cuales las bencil penicilinas son los tnicos que se producen de manera natural. La
Penicilina G y la ampicilina son los mejores representantes de esta clase de antibidticos.
Asi mismo, se conoce otro tipo de penicilina, la llamada piperacilina, que ha mostrado ser
muy efectiva contra varias infecciones sin ocasionar los frecuentes efectos colaterales
indeseables de muchas drogas terapéuticas. Es bien sabido que las penicilinas se
administran frecuentemente en combinacion con algunas otras drogas de otra categoria para
potenciar el efecto antibacteriano y propiciar una mayor eficiencia en el tratamiento de la
enfermedad.
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Cefalosporinas. Estas drogas muy parecidas en estructura a las penicilinas, las
cefalosporinas frecuentemente se utilizan cuando se presentan cuadros de hipersensibilidad
(reaccion alérgica) a cualquier tipo de penicilina.

Aminoglucosidos. Son antibidticos que en su estructura poseen una funcién amino y un
glucido sustituidos. Los aminoglucosidos incluyen al tipo de drogas denominadas
estreptomicina y neomicina. Estas drogas se emplean muy a menudo en los tratamientos
contra los efectos infecciosos provocados por la tuberculosis, la peste bubdnica, y otras
infecciones fuertes. A causa de que la terapia llevada a cabo con estos antibidticos muchas
veces conlleva a la aparicion de efectos colaterales serios en el organismo, tales como la
aparicion de un grave trastorno en el oido y una gran sensibilidad del ojo a la luz, estas
drogas se deben administrar con mucho cuidado.

Tetraciclinas. Las tetraciclinas han demostrado ser muy efectivas contra enfermedades
infecciosas como la neumonia, el tifo, y otras parecidas. Sin embargo, se ha encontrado que
pueden dafiar el buen funcionamiento de 6rganos como el higado y los rifiones.

Macrolidos. Los macrolidos son antibidticos que se usan frecuentemente en pacientes que
presentan cuadros de alergia a la accién de la penicilina. En este sentido la eritromicina, es
la mejor medicina conocida de este grupo.

Polipeptidos. La clase de antibidticos llamado polipeptidos es bastante tdxica si se
administra al organismo de forma intramuscular, intravenosa y oral, por lo tanto en los
casos que sea usada debe administrarse localmente.

Sulfonamidas. Fue la primer droga antimicrobiana empleada para fines terapéuticos. Las
sulfadrogas, se sintetizaron a partir de compuestos quimicos sintéticos y tienen en su
mayoria los mismos efectos antibacterianos que las penicilinas. Debido a que estos
antibioticos sintéticos pueden ocasionar efectos nocivos sobre los rifiones, cuando es tratada
una enfermedad infecciosa del rifidbn con estas drogas; se recomienda administrarlas
siempre con grandes cantidades de agua para impedir la formacion de cristales del
compuesto.

Otros Antimicrobianos: Antifingicos. Los Antifungicos se emplean cominmente para
combatir las enfermedades ocasionadas por hongos tales como los del género Candida.
Estos antimicrobianos generalmente se suministran de forma local.

Antivirales. Se conoce muy poco a cerca de como tratar infecciones producidas por virus.
Un virus es un agente infeccioso que tiene la capacidad de duplicarse (reproducirse),
ademas, estos agentes infecciosos poseen la propiedad de mutar o cambiar su material
genético, con gran rapidez y eficacia, razones por la cual existen pocas drogas realmente
efectivas contra las infecciones virales.
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1.3. ESTUDIOS SOBRE LA PENICILINA.

La penicilina fue descubierta por el bacteridlogo Alexander Fleming, en el St. Mary’s
Hospital de Londres, el cual dio cuenta de su hallazgo en una comunicacién publicada en
1929 en el British Journal of Experimental Pathology.

Sin embargo, no se consideré seriamente hasta 1940, cuando en la universidad de Oxford el
profesor Howard Florey y el bioquimico Ernst Chain consiguieron producir y presentar la
penicilina en una forma utilizable. Una serie de empresas del Reino Unido reconocieron su
utilidad para el tratamiento de heridas de guerra y comenzaron a fabricarla a partir de
cultivos de Penicillium desarrollados en botellas de vidrio. Las cantidades producidas eran
insuficientes, por lo que Florey se desplazé a Estados Unidos para convencer a las
compafiias farmacéuticas de que fabricaran penicilina. La empresa quimica estadounidense
Pfizer, de Brooklyn, que fabricaba acido citrico mediante la fermentaciéon de melazas,
después de muchas investigaciones adapt6 dicho proceso para producir penicilina. Después
de la guerra, los tres cientificos recibieron el Premio Nobel por sus trabajos, y la penicilina
paso a estar disponible en todo el mundo.

1.3.1. ALEXANDER FLEMING Y EL DESCUBRIMIENTO DE LA PENICILINA.

En los tiempos previos al “descubrimiento” de la penicilina, Alexander Fleming se
encontraba investigando sobre el crecimiento y las propiedades de los estafilococos en el
hospital Saint Mary de Londres. Para ello cultivaba Staphylococcus aureus sobre agar en
placas de Petri y frecuentemente dejaba las placas descubiertas para permitir que los posibles
contaminantes del aire crecieran sobre el agar. En septiembre de 1928 Fleming descubri6 que
una de las placas se habia contaminado con una espora fungica y que en las proximidades del
micelio del hongo habian desaparecido practicamente todos los estafilococos. Fleming fue
capaz de interpretar correctamente este hecho, y en esta explicacion radica buena parte del
enorme esfuerzo que posteriormente se aplicard a la produccién de antibioticos con fines
terapéuticos, concluyendo que probablemente el hongo produce una sustancia bacteriolitica
que difundiria a través del agar [11]. Si se cultivaba el hongo en medio liquido y a
continuacién se retiraba el micelio por filtracidn conseguia detectarse la presencia de la
sustancia activa en el medio de cultivo. Fleming identifico el hongo contaminante como
Penicillium rubrum y por ello denomind penicilina al caldo de cultivo obtenido tras el
crecimiento del hongo y la filtracion del micelio. En 1932, el micdlogo americano Charles
Thom identificé la “cepa de Fleming” como Penicillium notatum [12]. A continuacion,
Fleming estudi6 la sensibilidad de varias cepas bacterianas a dicha sustancia antibacteriana en
placas con agar, encontrando que un buen numero de especies patdgenas para el hombre eran
sensibles a este filtrado: estafilococos, estreptococos, neumococos y gonococos entre ellas.
Determino, asimismo, que diluciones 1:800 de este filtrado eran suficientes para inhibir el
crecimiento de los cultivos bacterianos y que no era irritante ni toxico en tejidos animales de
conejo, raton o de humano. La penicilina era el primer producto conocido mas dafiino para
las bacterias que para los leucocitos.
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Basandose en la actividad antibiotica del filtrado, Fleming lo utilizé para el aislamiento de
bacterias no sensibles a penicilina, como por ejemplo Bacillus influenzae, a partir de cultivos
mixtos. También estudio la estabilidad del compuesto y llegd a tres conclusiones importantes:

1. Es muy labil: la actividad se perdia casi completamente en 10-14 dias si se mantenia el
filtrado a temperatura ambiente; en solucién alcalina era un poco mas estable.

2. El calentamiento del filtrado a 100 °C condujo a una disminucién o pérdida de la
actividad. La disminucién era mas acusada cuando se utilizaban soluciones alcalinas. Sin
embargo, no tenian efecto negativo sobre la actividad temperaturas de alrededor de 80 °C
aplicadas durante una hora.

3. Tampoco tiene ninguna influencia sobre la capacidad antibacteriana la esterilizacion por
filtracion.

Los intentos posteriores de Fleming y sus colaboradores Ridley y Craddock para aislar el
compuesto quimico responsable de la actividad bioldgica resultaron bastante desalentadores,
porque consiguieron extraer la sustancia activa en etanol, a pH bajo, pero la inestabilidad del
compuesto en medio acido hizo que el procedimiento fuera tedioso y con un rendimiento
muy bajo {13]. Como consecuencia de ello los experimentos realizados por Fleming y sus
colaboradores se basaron en la utilizacion de caldos de cultivo crudos [14].

1.3.2. PRIMERAS REACCIONES AL DESCUBRIMIENTO DE FLEMING.

En 1930-31 G. Paine en la Royal Infirmary de Sheftield, us6 un filtrado obtenido a partir de
la cepa original de Fleming para tratar infecciones oculares y cutaneas, con resultado dispar:
cuatro pacientes con infecciones oculares producidas por neumococos y gonococos fueron
curados mientras que en otros casos, especialmente aquellos que presentaban infecciones en
la piel, no se obtuvo respuesta positiva. Sin embargo, Paine nunca publicé estos resultados.

En 1930, R. Reid en el Pennsylvania State College, empieza a trabajar en el campo de la
penicilina, estimulado por la publicacion de Fleming. En 1935 publica que la penicilina se
destruye por destilacion y didlisis y no se forma o se destruye cuando el cultivo fingico es
expuesto al efecto de la luz ultravioleta o del oxigeno.

H. Raistrick, W. Clutterbuck y R. Lovell de la Royal School of Hygiene and Tropical
Medicine, en Londres, comenzaron en 1932 sus estudios con la cepa productora de penicilina
descrita por Fleming y demostraron que la penicilina podia ser sintetizada por el hongo
cuando este crecia sobre medios sintéticos. El hongo podia crecer en medio Czapek-Dox
modificado en 16-20 dias. El filtrado que contenia la sustancia activa se mantuvo estable a
pH 5-6 durante mas de tres semanas. Asimismo, al igual que Fleming y sus colaboradores,
consiguieron la extraccion en éter de la sustancia activa a partir de un medio de cultivo
acidificado. Los intentos para reaislar dicha sustancia a partir del éter condujeron, sin
embargo, a la inactivacién de la misma. La presencia de agentes oxidantes y de
contaminantes bacterianos conducia también a la rapida destruccion de la penicilina.

- 11 -



Generalidades y Antecedentes 12

1.3.3. EL GRUPO DE INVESTIGACION DE LA UNIVERSIDAD DE OXFORD.

El grupo de Oxford, fundamentalmente W. Florey, Ernst Chain y Edward Abraham, en la Sir
William Dunn School of Pathology, realizé6 un prodigioso progreso en poco tiempo. Su
trabajo comenzo a finales de 1939 y en ese momento la penicilina no podia ser obtenida en
cantidades suficientes como para satisfacer la futura demanda, fundamentalmente debido al
comienzo de la 2* Guerra Mundial.

El primer gran logro del grupo consistio en la introduccion de un nuevo elemento en los
medios de cultivo utilizados: se basaron en el medio desarrollado por Raistrick y sus
colaboradores y lo suplementaron con extracto de levadura hervido. Con ello consiguieron
acortar el tiempo de crecimiento del hongo desde las dos o tres semanas habituales a unos
diez dias.

A continuacion, optimizaron la superficie util del medio de cultivo para el crecimiento del
microorganismo mediante el empleo de vasos de cultivo de ceramica especialmente
fabricados para este uso. También definieron una unidad que sirvié como patroén cuantitativo,
la denominada unidad de Oxford, que equivale a aproximadamente 0.6 pg de penicilina G,
tanto en forma de sal sodica como en su forma de sal potasica.

Tras esto elaboraron un procedimiento de separacion de la penicilina del filtrado. Que
consistia en que el filtrado se extraia con éter o acetato de amilo a pH 2 en frio y la
reextraccion de la penicilina se conseguia con un tampén de fosfato o agua a pH 6-7. Los
contaminantes que daban color a la preparacién se eliminaban por adsorcién sobre carbon
activo seguida de cromatografia en una columna de 6xido de aluminio. Tras lavar la columna
con éter, el compuesto activo se eluia con tampén de fosfato, se reextraia con éter y se
transformaba en su sal sddica. El resultado de liofilizar esta solucion era un polvo pardo
bastante higroscépico. La disponibilidad de penicilina en forma de polvo (aunque todavia con
una pureza del 1-2 %) resultaria fundamental para el desarrollo de los estudios quimicos,
bacteriologicos y terapéuticos que permitieron la utilizacion del compuesto en el campo
sanitario. Las cantidades producidas, sin embargo, todavia eran insuficientes ya que se
requerian mayores cantidades para su aplicacidon en humanos. Por ultimo, procedieron a la
aplicacién a pacientes de dosis periodicas de penicilina, observando su eficacia contra
infecciones de tipo bacteriano. En algunos casos aislados se encontraron fenémenos de
alergia.

Estos experimentos demostraban la gran capacidad terapéutica del antibiético en estudio,
pero quedaba un problema por resolver: jcomo producir penicilina en mayores cantidades?.
1.3.4. INICIOS DE LA PRODUCCION DE PENICILINA.

Florey y sus colaboradores decidieron buscar financiamiento para solventar este tema y asi,
en Junio de 1941, Florey y Heatley viajaron a Estados Unidos. A su llegada, los cientificos

ingleses visitaron a algunos expertos en fermentacion del Northern Regional Research
Laboratory (NRRL) de Peoria (Illinois).

-12-



Generalidades y Antecedentes 13

A partir de ese momento en Estados Unidos se desarrollé un enorme esfuerzo, perfectamente
coordinado por el Gobierno, por parte de los Institutos Nacionales de Investigacion, de las
Universidades, de los Hospitales y de las industrias farmacéuticas con el fin de obtener
suficientes cantidades de penicilina; en principio para usos militares y ensayos clinicos y,
posteriormente, para el suministro a la poblacion civil.

Tras la visita de Florey, el NRRL se constituyd en el centro de desarrollo en Estados Unidos
de las investigaciones relacionadas con la penicilina.

Como consecuencia de los trabajos de R. Coghill y A. Moyer, en el NRRL se consiguieron
importantes progresos y se sentaron las bases de la futura produccion de penicilina a gran
escala. Se destacan los siguientes resultados:

1. La adicion al medio de cultivo de “corn steep liquor”, un subproducto en la produccién de
almidon de maiz que en Peoria se encontraba en grandes cantidades y a bajos costos,
conducia a un incremento de unas diez veces en la produccion de penicilina. Tras este
cambio el hongo ya no producia penicilina F, sino fundamentalmente penicilina G.

2. El cambio en el medio de fermentacion de glucosa por lactosa también incrementaba la
formacion del producto de interés.

3. Se comprobd que Penicillium es capaz de crecer sumergido en tanques de fermentacion,
lo que permitié unas mayores posibilidades para el crecimiento a gran escala que las que
proporcionaba el crecimiento tradicional en superficie.

4. Finalmente, se probaron nuevos hongos con el fin de encontrar microorganismos con una
mayor capacidad de produccion. Asi se encontrd6 una nueva cepa (Penicillium
chrysogenum NRRL 1951) en un melén mohoso localizado en el mercado de Peoria
(Illinois). Esta cepa producia mayores cantidades de penicilina (0.07 g/L, en comparacion
con los 0.0012 g/L producidos por la cepa de P. notatum aislada por Fleming) y era mas
adecuada para la realizacion de cultivos sumergidos. Algunos mutantes de esta cepa
producian incluso maés.

En 1941, cuando Florey y Heatley viajaron a Estados Unidos, sélo tres compaiiias
farmacéuticas norteamericanas (Merck, Squibb y Pfizer, esta ultima con experiencia en
técnicas de fermentacion microbiana debido a la utilizacion de Aspergillus niger para la
produccion de acido citrico) se comprometieron seriamente en la investigacion de este nuevo
producto. Asi, rdpidamente se incorporaron a la produccidn las compaiiias Abbott y Winthrop
y a mediados de 1943 el numero de compaiiias productoras de penicilina era de veintidos.

Toda la producciéon se destinaba a fines militares (salvo una pequefia parte destinada a
ensayos clinicos) y hubo que esperar hasta mediados de 1945 para que comenzase una
distribucion regular en los hospitales. Al mismo tiempo, y coincidiendo aproximadamente
con el final de la guerra, el precio de la penicilina se redujo unas veinte veces. Pfizer, la
mayor productora americana de penicilina hasta 1948 produjo 6 800 Megaunidades de
penicilina en 1943 y 723 000 Megaunidades en 1944, una produccion més de 100 veces
superior. La entrada en funcionamiento de una nueva planta de fermentacién con 14 tanques
de 7 000 litros de capacidad cada uno fue la responsable de este incremento.
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En 1943 el proceso de extraccion a partir del filtrado de la fermentacion se basaba en la
adsorcion de la penicilina en carbon, elucion, extraccion con cloroformo y reextracciéon con
una solucion de bicarbonato. Esta técnica también fue mejorada y asi en 1946 se desarrollé
un sistema para la extraccion continua de la penicilina producida. A partir de 1947 se
consigui® obtener la penicilina en forma cristalina tras precipitarla desde la fase organica con
soluciones concentradas de acetato soédico o potasico.

En tanto en Europa, especialmente en Gran Bretafia, la publicacion en 1940 del primer
trabajo de Florey, Chain y colaboradores acerca de la penicilina despert6 el interés por esta
sustancia de algunas compaiiias farmacéuticas britanicas.

A pesar de las dificiles condiciones impuestas por la guerra a finales de 1941 ya habia cinco
empresas implicadas en la produccion de penicilina en el viejo continente.

1.4. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS HONGOS
FILAMENTOSOS, GENERO Penicillium.

Ecologia del género Penicillium. L.os Penicillium son muy comunes y son llamados los
mohos verdes o azules, frecuentemente se encuentran en los citricos, en los quesos y en
otros alimentos. Los conidios de Penicillium, estan por todas partes, en el aire y en el suelo.
Varias especies de Penicillium atacan y destruyen los frutos. Algunas especies de
Penicillium estan asociados a enfermedades de animales y humanos. Son capaces de
producir acidos citrico, fumarico, oxalico, glucénico y galico. Industrialmente son
importantes en la fabricacion de quesos y antibidticos.

Los bioquimicos han encontrado que los hongos son importantes en el estudio de procesos
bioldgicos fundamentales, debido a la rapidez con que crecen y se reproducen. Ademas se
cultivan en tubos de ensayo, por lo tanto requieren menos espacio, equipo y cuidados. Se
sabe que especies como Penicillium chrysogenum son excelentes organismos de
experimentacion para el estudio de la morfologia, fisiologia, genética y bioquimica de los
hongos [15].

El estudio de la Morfologia del hongo es muy extensa, por lo que solo se mencionara
algunos aspectos més importantes: Estructura somatica. En los hongos como en el genero
Penicillium, el talo esta constituido por filamentos que se denomina hifa, formada por una
pared delgada, transparente, tubular, tapizada de grosor variable. Las hifas que crecen
vigorosamente son ceciticas es decir, aseptadas. Existen septos primarios, se forman en
relacion con la divisién nuclear y quedan ubicados entre los nicleos hijos; los adventicios,
se forman independientes de la division nuclear. Los Deuteromicetes producen hifas
desarrolladas, septadas y ramificadas. Los compartimentos o células son plurinucleados.
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En relacion a la Estructura subcelular. Penicillium al igual que la mayoria de los hongos
son eucariontes; como tales, las células micéticas poseen por lo menos un nicleo, nucleolo,
una membrana celular, reticulo endoplasmico, vacuolas, vesiculas, ribosomas,
microcuerpos, microtubulos, cristales, glucdgeno, lomasomas, dictosomas y mitocondrias.

En cuanto a la Pared celular. Esta es un componente esencial y constituye del 15 al 30%
del peso seco de un hongo. Proporciona rigidez, protege a la membrana del choque
osmotico, su grosor es de 200 nm, forma una ultraestructura fibrilar en multiples capas
estrechamente entretejidas, es muy refractil. La Composicién de la pared celular es la
siguiente: El 80% consiste en hidratos de carbono. Los polisacaridos mas prevalentes son
quitina, quitosano, celulosa, B-, a-glucano y manano. Quizas el 10% de la pared consista en
proteinas y glicoproteinas, enzimas involucradas en su crecimiento.

La Membrana celular de los hongos es de doble capa lipidica, que protege el citoplasma,
regula la entrada y salida de solutos, y facilita la sintesis de la pared celular y material
capsular. Contiene diversos fosfolipidos, dependiendo de la especie y de la cepa, abundan
la fosfatidilcolina, y fosfatidiletanolamina, en menor cantidad la fosfatidilserina,
fosfatidilinositol, y fosfatidilglicerol. También contiene esteroles, como el ergosterol y
zimosterol.

Las células de hongos, como es el caso del genero Penicillium, a menudo contienen
diversos nucleos en el citoplasma. Todas las hifas se consideran multicelulares, mantienen
la continuidad citoplasmatica. Los filamentos de hifas con tabiques tienen poros que
permiten el flujo del contenido citoplasmatico y la migracion de organelos, incluyendo
nicleos. El numero de mitocondrias varia seguin el nivel respiratorio de la célula, la
esporulacion requiere un gran gasto de energia; La germinacién de las esporas se acompaiia
de un aumento de la actividad respiratoria. Muchos hongos poseen vacuolas caracteristicas.
Se han descrito virus, plasmidos y otros sistemas genéticos extracromosdémicos en las
especies de Penicillium.

Cabe mencionar que en los hongos las estructuras reproductoras son muy variadas, por
ejemplo, los Deuteromicetes, como Penicillium, se reproducen por medio de esporas
especiales: conidios, espora asexual no flagelada, que se forma en el 4pice. Los codinios
pueden ser esféricos, ovoides, alargados, cilindricos, filamentosos, curvados, etc. Pueden
ser uni o multicelulares. Los producidos en cadena son catenulados. Si el conidio mas viejo
esta en el dpice y el nuevo en la base se dice que son de la forma basipeda. Si sucede lo
contrario es acropeta. L.a célula a partir de la cual se forma el conidio se llama célula
conidiégena. El término conididéfero hace referencia a una hifa que sostiene células
conididégenas. Los conidioforos se forman aislados o en grupos dando lugar a estructuras
como los sinemas y los esporodoquios; o bien se producen en el interior de fructificaciones
denominadas picnidios o acérvulos. Un picnidio es un cuerpo esférico, con el interior
tapizado de conidioforos.

Las especies en la que los conidios son producidos en estructuras como picnidios, la
esporulaciéon es mas lenta en comparacion con las que los producen en conidiéforos.
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Los factores que desencadenan y favorecen la esporulacion son la temperatura, la nutricion,
la luz (longitud de onda), el pH, etc. La esporulacion en Penicillium chrysogenum es un
proceso asexual [16].

En la reproduccion asexual, somatica o vegetativa no hay unién de nucleos, es el caso del
genero Penicillium. Esta es mas importante para la propagacion de especies. Las formas
asexuales de reproduccion son: 1) fragmentacion del soma, que se transforma en un nuevo
individuo; 2) fisién de células sométicas para dar células hijas; 3) gemacién de esporas, que
producen un nuevo individuo, y 4) produccion de esporas y germinacion hasta micelio. El
método mas comun de reproduccion asexual en los hongos consiste en la formacion de
esporas, estas varian, en cuanto a color, tamafio, forma, nimero, disposicion, etc. Las
esporas asexuales estan situadas en esporangios y entonces se llaman esporangiosporas, o
son producidas en ¢l dpice y se denominan conidios.

La reproduccion asexual hace referencia a la produccion de esporas, que son resistentes a
situaciones adversas. Las esporas estan secas y son transportadas por el aire, algunas tiene
una estructura rugosa para adherirse a fomites. Los conidios son las principales esporas
asexuales.

Referente a la Reproduccion parasexual, algunos hongos como los Deuteromicetes, tal es
el caso de P. chrysogenum, no atraviesan un ciclo sexual verdadero, sino que obtienen
muchos de los beneficios de la sexualidad mediante la parasexualidad. Se refiere a la
secuencia de eventos que culminan con el intercambio genético via recombinacion mitdtica.
Es una herramienta de laboratorio para el analisis genético de muchos hongos imperfectos,
incluyendo a P. chrysogenum.

La parasexualidad se inicia con la formacion de un heterocarion, un tallo que contiene
nucleos haploides de dos genotipos diferentes. los heterocariontes se forman mas
comunmente por anastomosis de hifas e intercambio nuclear entre cepas genéticamente
diferentes de la misma especie. El proceso parasexual, o recombinacién mitdtica,
proporciona un mecanismo natural para intercambio genético entre hongos imperfectos. En
el caso de Penicillium chrysogenum, como un Deuteromicete, s6lo presenta un ciclo
asexual o ciclo parasexual [17].

Los hongos parecen tener dos Formas basicas de crecimiento: como levaduras y como
mohos. La forma de moho de proliferacion, caracteristica en Penicillium chrysogenum, se
refiere a la produccién de colonias filamentosas multicelulares. Que consisten en tabulos
ramificados de didmetro 2 a 10 um llamados hifas. El crecimiento de las hifas se produce
por elongacion apical (extension de la longitud desde su extremo).

La masa de hifas entrelazadas se denomina micelio. Algunas hifas estan divididas en
células por tabiques; aun asi, la continuidad citoplasmatica se mantiene en estos micelios.
Los mohos proliferan en la superficie de su sustrato. Las hifas que penetran el medio y
absorben los nutrientes se denominan vegetativas. Estas sirven para anclar el micelio al
sustrato natural o al agar. Otras se proyectan, y este micelio aéreo posee las estructuras
reproductoras.
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El examen macroscopico de un moho, en este caso Penicillium chrysogenum, debe incluir
observacion de caracteristicas como la velocidad de proliferacion, topografia, textura y
pigmentacion. En el microscépico, los tipos de esporas y su ontogenia son caracteristicos
de cada especie.

En este sentido, la morfologia y ciclo vital de Penicillium chrysogenum, presenta los
siguientes aspectos: el micelio produce conididforos, simples, largos, erectos, que se
ramifican hacia el 4pice, de manera simétrica o asimétrica, en forma de escoba. El
conidiéforo se denomina penicilo o pincel. La ramificacion de este termina en un grupo de
fialides que sostienen largas cadenas de conidios. Los conidios son esféricos u ovoides vy,
parecen cuentas de cristal al microscopio. En gran cantidad toman colores verde, azul o
amarillos. Germinan facilmente, dando tubos de germinacién y micelios.

La Identificacion Macroscopica del genero Penicillium, se hace observando las colonias
tipicas de las especies de Penicillium, que muestran la supetficie con tonalidades verdes,
azul-verde o verde marrén, pero también pueden verse colonias amarillas y marrones. La
superficie de la colonia es aterciopelada a pulverulenta por la densa produccién de conidias
y a menudo se forman pliegues radiales.

También, puede llevarse a cabo una identificacion Microscopica del genero Penicillium,
donde el aspecto caracteristico es la ramificacion en forma de cepillo de los conididforos
que semejan los dedos de una mano. Largas cadenas de pequefios conidios esféricas se
originan en fialides con forma de botella en la parte superior de las métulas ramificadas.

El aspecto aserrado romo de las porciones terminales de las fidlides es una caracteristica
util para diferenciar al Penicillium del Paecilimyces. Las especies de Penicillium s6lo rara
vez causan infecciones humanas [18].

En cuanto a la Fisiologia del hongo, sc mencionan aspectos como las caracteristicas de
nutricion. En este renglon, los hongos obtienen su alimento infectando organismos,
parasitos o atacando materia organica, soprobios. Otros establecen relaciones simbidticas
con liquenes y micorrizas.

Crecen sobre medios sintéticos, a los que se le suministran glucidos como la glucosa o
maltosa. Ellos, como Penicillium, pueden sintetizar sus propias proteinas, utilizando fuentes
inorgdnicas u organicas de nitrogeno y varios elementos minerales. Todos los hongos
requieren C, O, H, N, P, K, Na, Ca, Mg, S, B, Mn, Cu, Mo, Fe y Zn. Por lo general la
glucosa es la mejor fuente de carbono y los compuestos organicos nitrogenados la de
nitrégeno, seguidos del amonio y nitratos. Muchos sintetizan vitaminas para otros
organismos. Algunos son deficientes en tiamina o biotina, por lo tanto se incluyen en el
sustrato. Los hongos almacenan sus alimentos en forma de glucégeno o de lipidos.
Algunos hongos como Penicillium son omnivoros y pueden subsistir en cualquier materia
orgdnica, siempre que exista un poco de humedad. Para tomar sus nutrientes segregan
enzimas extracelulares que actuan sobre el sustrato digiriéndolo fuera del hongo. De las
enzimas que un hongo es capaz de producir depende en gran manera su capacidad para
utilizar ciertas sustancias como alimento.
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Los hongos presentan una gran variadad de condiciones de crecimiento. La mayor parte de
los hongos crecen entre 0 y 35 °C, pero la temperatura Optima varia de 20 a 30 °C. La
capacidad de los hongos para soportar temperaturas extremadamente bajas, en fase de
reposo, se utiliza para su almacenamiento a largo plazo en nitrégeno liquido a -19° C.
Prefieren medios acidos para su crecimiento, siendo un pH de 6 el idéneo aproximado. En
condiciones favorables las hifas pueden mantener un crecimiento indefinido. En medio
liquido crecen de una forma uniforme en todas direcciones desde un punto central y dan
una colonia casi esférica. Las colonias tienden a presentar un contorno circular en medios
solidos.

Los principales Factores ambientales que afectan el crecimiento de los hongos podrian
ordenarse como sigue:. En una fermentacion algunos de los principales factores a controlar
son los siguientes: a) el medio de cultivo, que contenga los ingredientes basicos mas los
compuestos secundarios; b) la temperatura; c) el grado y tipo de aireacién y mezclado, el
cual determina la actividad del cultivo y la velocidad del suministro de oxigeno; d) la
concentracion celular y el tipo de crecimiento, el cual determina la viscosidad del cultivo
que puede reducir la efectividad del sistema de agitacion; y e) la acumulacidn de sustancias
toxicas e inhibitorias, las cuales afectan al producto.

Otro factor de suma importancia en el crecimiento de los hongos es el pH. La morfologia
de las hifas de los hongos filamentosos de Penicillium chrysogenum es pH dependiente. A
pH 6 se forman hifas largas y delgadas, y a pH menores la hifa se hace pequefia, delgada y
vacuolada. Estos resultados sugieren que la composicion de la pared celular cambia con el
pH.

El crecimiento total de los hongos, como Penicillium chrysogenum, se divide en cinco
fases. Después de la fase de adaptacion hay una fase de crecimiento balanceado
(exponencial) en la que existe un exceso de nutrientes y la composicion y morfologia de la
hifa se mantienen constantes. En esta fase la rapidez de reproduccion celular alcanza su
valor maximo. Se termina al agotarse los nutrientes principales o por la acumulacion de
inhibidores. Durante la fase de almacenamiento, el peso seco del micelio aumenta, pero el
nivel de DNA permanece constante. En la fase de mantenimiento o estacionaria el peso
seco permanece constante, y se detiene el crecimiento. En la fase de declinacion se agotan
las reservas del hongo y entonces ¢l numero de células viables disminuye, la tasa de
mortalidad aumenta debido a una autdlisis [19, 20].

1.4.1. FUNCION DE LA BIOSINTESIS DE ANTIBIOTICOS EN LOS HONGOS
FILAMENTOSOS.

La adquisicion de la capacidad de sintesis de penicilina proporciona a los hongos
filamentosos una ventaja evolutiva muy clara. Pueden competir con las bacterias de su
entorno usando un arma a la que ellos mismos no son sensibles, debido a que la penicilina
posee una gran actividad antibacteriana. Sin embargo, si tenemos en cuenta la gran
versatilidad metabolica que presentan los hongos y el amplio rango de pH que toleran es
dificil imaginar que las bacterias del suelo pueden representar un serio competidor ecoldgico
para ellos.
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En este punto, es mas 16gico pensar que los hongos usan estas nuevas armas en condiciones
de ausencia de nutrientes. En ausencia de nutrientes los antibi6ticos pueden ser utilizados
para lisar las bacterias del entorno y los productos derivados de la lisis bacteriana pueden ser
incorporados al metabolismo fungico [21].

Otra ventaja adicional de la adquisicion de la capacidad de biosintesis de antibidticos P3-
lactamicos puede derivarse de su utilizacion en la detoxificacion de ciertos metabolitos
nocivos para el hongo. El acido fenilacético puede ser uno de ellos ya que es un compuesto
toxico cuando su concentracion es elevada y la detoxificacion consiste en su incorporacion a
la molécula de penicilina G, molécula que posteriormente es excretada.

1.5. PRODUCCION INDUSTRIAL DE PENICILINA POR Penicillium
chrysogenum.

La fabricacion de penicilina es un ejemplo del proceso tipico de obtencién de antibidticos.

El hongo utilizado industrialmente pertenece a la especie de Penicillum chrysogenum y es
muy activo sobre estafilococos, estreptococos y neumococos, asi como sobre la mayor parte
de los microorganismos gram positivos, presentando escasa accion sobre los gram
negativos. A la penicilina producida comercialmente se la llama penicilina G (bencil
penicilina), aunque el mismo hongo produce varios tipos mas. Estos compuestos son acidos
fuertes muy inestables, razon por la que los productos que se encuentran en el mercado son
las sales de sodio, de calcio, de aluminio, de potasio o de procaina.

1.5.1. OBTENCION DE PENICILINA POR FERMENTACION SUMERGIDA.

El inoculo o "simiente" para los grandes tanques de fermentacion de 20 000 a 115 000 litros
de capacidad se prepara por el desarrollo de un cultivo madre del hongo a partir de esporas
liofilizadas que se encuentran en un sustrato de agar nutritivo. Varios litros del medio de
cultivo, generalmente constituyendo del 5 al 10 % del contenido total del tanque, se
preparan en una serie de depositos de siembra y serviran para sembrar una gran cuba de
fermentacion.

Las cuatro fases principales de la fabricacion de la penicilina son:

e Fermentacién

e Separacién del micelio del caldo fermentado y extraccion de la penicilina por medio
de disolventes.

e Purificacién con disolventes y formacién de la sal sddica de la penicilina.

e Ensayos de control, almacenamiento y venta.

El caldo de cultivo para la fermentacion se obtiene por infusion acuosa de maiz, afiadiendo

de un 2 a un 3 % de lactosa, y también compuestos inorganicos que contienen hidrogeno,
oxigeno, fosforo, azufre, potasio, magnesio, nitrégeno y trazas de hierro, cobre y zinc.
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Después de ajustar el pH a 4.5-5.0, el medio de cultivo se pasa al fermentador, que esta
equipado con un agitador vertical, con un sistema de introduccion de aire esterilizado por
filtracion y con serpentines para mantener la temperatura deseada. El hongo se introduce
por medio de conducciones estériles y con ayuda de aire a presion. El medio se esteriliza
con vapor a presion, y la temperatura se mantiene entre 23 y 25 °C. El aire estéril permite el
crecimiento del hongo aerdbico y la agitacion facilita su uniforme distribucion en el seno
del liquido. Se requiere un volumen de aire por minuto y por volumen de medio de cultivo.
El proceso se controla a intervalos que oscilan entre 3 y 6 horas; al cabo de unas 50 a 90
horas el crecimiento se va haciendo mas lento, lo que indica que el hongo se ha
desarrollado por completo. L.a masa se enfria a 5 °C, a causa de la inestabilidad de la
penicilina a la temperatura ambiente, y se separa el micelio en un filtro de tambor rotatorio.

En el procedimiento antiguo, la penicilina se extraia del filtrado por adsorcién sobre carbon
vegetal. Se eluia con acetato de amilo, una vez concentrado el eluido se enfriaba a 0 °C y se
acidificaba hasta pH 2.0 con un 4cido organico.

En el proceso de extraccion por disolvente, se omite el paso de adsorcion con carbon activo
y el liquido filtrado se ajusta a pH 2.5 con acido fosférico en la misma conduccion. Se
efectia una extraccidon continua a contracorriente con acetato de amilo y luego con
cloroformo, concentrandose en sucesivos extractores centrifugos, y el liquido final se trata
con tampon de fosfato y bicarbonato sédico para formar la sal sédica. Este producto se
esteriliza por filtracion y se elimina asépticamente del agua y demas disolventes por
cristalizacion, con lo cual se obtiene penicilina cristalina, que una vez seca puede envasarse
en bolsas de politeno, o en recipientes de vidrio o de acero inoxidable [22].

1.5.2. PRODUCTIVIDAD DE LA FERMENTACION,

Hay varios factores que determinan la eficacia, y por lo tanto la rentabilidad o viabilidad
econdmica, del proceso de fermentacién encaminado a la obtencion de penicilina:

1. La productividad media por unidad de volumen de fermentador y unidad de
tiempo.

2. Por los elevados costos que suponen las materias primas para el proceso, es la
eficiencia de conversion de los sustratos a productos.

3. La eficiencia de los procesos de separacion y de purificacion del compuesto de
interés.

Los dos primeros factores dependen de la capacidad de produccién de penicilina,
determinada de forma genética por la cepa industrial utilizada, y por la composicion del
medio de cultivo. La presencia de compuestos que aumenten, limiten o inhiban el crecimiento
del microorganismo o la capacidad de produccion de penicilina del hongo afectan de forma
negativa al proceso. Ciertos pardmetros de desarrollo de la fermentacion, como el valor del
pH o la temperatura, por ejemplo. Ademas hay otras variables importantes, en principio de
cardcter técnico, que influyen en la productividad de la fermentacion: la transferencia de
oxigeno al medio o la refrigeracion del tanque, por ejemplo. Estas caracteristicas contribuyen
al control de la cantidad de biomasa que puede crecer y ser mantenida en el tanque.
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El tercero de los factores ha sido muy mejorado, desde los antiguos procesos de recuperacion
de penicilina, en los que se utilizaba la adsorcién sobre carboén activo, hasta los modernos
métodos en los que se alcanzan rendimientos superiores al 90 % con una duracion del
proceso de aproximadamente 15 horas. Los nuevos métodos se basan en la extraccién con
solventes organicos, que posteriormente son reciclados en unidades de destilacion y
reutilizados para nuevos procesos de extraccion.

La mejora en la productividad total se puede conseguir mejorando cada uno de los factores
mencionados. La investigacion sobre la optimizaciéon de los procesos de fermentacion y el
desarrollo de programas de mejora de cepas por parte de las compaiiias farmacéuticas ha
permitido un espectacular crecimiento de la rentabilidad de tales procesos.

1.6. SISTEMA DE FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO.

La Fermentacion Sélida (FS) es un sistema de cultivo microbiano antiguo que esta siendo
transformado para nuevos propdsitos, usando nuevos enfoques de microbiologia,
bioquimica e ingenieria bioquimica. Tiene ventajas el emplear los procesos de FS, al menos
para ciertas aplicaciones sobre algunos procesos convencionales de la Fermentacion
Liquida (FL). Sin embargo, la ultima, usualmente es seleccionada, debido al gran éxito
comercial de sus instalaciones a gran escala en muchos campos de la biotecnologia. Tales
unidades son un ejemplo excelente de como los fundamentos del conocimiento microbiano
y bioquimico se aplican a los principios de la bioingenieria, la cual selecciona el
procedimiento, ¢l disefio y el control de aquellas.

Muchos de los procesos donde se aplican las técnicas de la FS son comercializados en los
paises orientales, principalmente en Japén. No obstante, ha resurgido un gran interés en los
paises occidentales en los ultimos 10-15 afios en respuesta a la siempre creciente demanda
de procesos economicos [23]. Es una tendencia bien justificada que dltimamente puede
permitir una extensa industrializacion en todo el mundo de los sistemas de FS [24].

1.6.1. FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO.

La fermentacion solida se ha usado desde la antigiiedad para la preparacion de alimentos
fermentados, ensilados y composteo. El uso del koji para la salsa de soya en China, Japon y
Sureste de Asia desde hace mil afios antes de Cristo, pueden considerarse como un
prototipo de la FS. Consisti6 en el cultivo de Aspergillus oryzae sobre grano de soya y otros
granos para producir proteasas y amilasas, las cuales degradan proteinas y transforman los
almidones a azucares. En este sentido el material fermentado se us6 para la produccion de
salsa de soya o, en una segunda etapa, vino de arroz o saké. Aunque las primeras
producciones comerciales de enzimas dependieron de la tecnologia de FS desarrolladas en
China y Japon, el advenimiento de las técnicas en cultivos sumergidos estériles en los afios
40’s desplazé los métodos en estado sélido en las ciudades occidentales [25].
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El trabajo realizado por Hesseltine et al. [26] que estudiaron y describieron los procesos
tradicionales de FS en el oriente, informaron acerca de la gran importancia tecnolédgica de
estos sistemas de cultivo. Tales reportes son probablemente responsables, en gran parte, del
renovado interés observado en la FS durante los tltimos 10 o 15 afios. Como consecuencia,
la FS ha comenzado a transformarse para nuevos propositos, usando nuevos enfoques de
microbiologia, bioquimica e ingenieria bioquimica, y frecuentemente presenta varias
ventajas sobre la FL.

1.6.2. MODERNOS SISTEMAS DE FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO.

Ademas de los sistemas tipo koji, los cultivos de FS ahora se realizan en otros sustratos de
almidén como raices (flor de cazabe o de papa), platanos, etc., o materiales de linocelulosa
como paja o pulpa de madera. Estos sistemas de FS son referidos como no tradicionales.
Un nuevo tipo de FS usa un soporte inerte con medio liquido absorbido. El soporte puede
ser de origen natural como el bagazo de cafia de azucar, o artificial (sintético) como
poliuretano, amberlita o verniculita.

Este tipo de FS es muy util para estudios basicos debido a que el medio liquido, puede ser
usado con la composicion deseada, y el caldo de fermentacion puede extraerse y analizarse
al mismo tiempo. Algunos de ellos, como el bagazo de cafia de azicar, han observado gran
productividad [27].

Los sistemas de fermentacién solida fueron definidos por Hesseltine [28] como una
fermentacion en la cual el sustrato no esta presente en fase liquida. Sin embargo, una
posterior definicion propuesta por Lonsane et al. [29], nos dice que es un cultivo
microbiano que se desarrolla sobre la superficie y en el interior de una matriz solida en
ausencia de agua libre. La matriz porosa puede ser un sustrato humedecido o un soporte
inerte capaz de absorber nutrientes disueltos en la solucién.

En este sentido dos clases de FS pueden distinguirse, en funcion de la naturaleza de la fase
solida empleada:

Cultivo solido de una fase soporte-sustrato: La fase soélida esta constituida por materiales
que asumen, simultdneamente, las funciones de soporte y fuente de nutrientes. Este material
es generalmente de almidon o lignocelulosa. Varias aplicaciones en FS usan este tipo de
sistema.

Fermentacion en estado solido de dos fases soporte-sustrato: Son cultivos sélidos de un
soporte inerte impregnado con un medio liquido. En este tipo de fermentacion, la fase
solida se considera como un soporte inerte que sirve de reservorio para una solucién
nutritiva. En este tipo de FS la capacidad de retencion del agua es un parametro importante
en la seleccion del soporte.
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1.6.3. NUEVAS APLICACIONES.

En el oriente, principalmente en Jap6n [30], los procesos de fermentacion en estado solido
se usan a escala comercial para la produccién de diferentes tipos de alimentos fermentados
tradicionales, metabolitos fungicos y para la bioconversion de residuos organicos. Sin
embargo, este sistema de cultivo puede ser significativamente ventajoso en relacion a los
métodos de FL para la manufactura de productos no tradicionales de interés. Estas ventajas
y su versatilidad de tales sistemas de cultivo han provocado la aparicién de un gran nimero
de nuevos campos de aplicacion [31]. Algunos ejemplos de nuevas aplicaciones son:
alimentos fermentados, como queso, koji, pozol y cacao; produccién de enzimas, como
amilasas, proteasas, celulasas y pectinasas; metabolitos secundarios como las micotoxinas y
produccion de alcohol; entre otros.

1.6.4. VENTAJAS Y DESVENTAJAS.

Los sistemas de FS y FL han sido comparados por varios autores [32].

Las ventajas de la FS incluyen:

e Frecuentemente no se necesitan condiciones estériles. Los procesos se llevan a cabo
como cultivos puros debido a que las condiciones del sélido (similar al habitat natural)
ecologicamente favorecen a los hongos.

e La morfologia miceliar del hongo ( microorganismo mas asociado con la formacion de
metabolitos secundarios) esta bien adaptada para un crecimiento invasivo sobre un
medio solido.

e Los requerimientos de energia en FS son relativamente menores debido a que el
oxigeno se transfiere directamente al microorganismo.

o Los metabolitos frecuentemente se producen en altas cantidades [33]. Este es un
importante punto que contrarresta algunas desventajas.

e Frecuentemente los productos fermentados en estado solido se usan tal cual, en
consecuencia el proceso es relativamente mas econémico que los cultivos liquidos. En
algunas instancias el producto final se requiere en forma solida por ejemplo antibidticos
en forrajes.

e La extraccion de productos solubles del estado solido se realiza humedeciéndolos con
un pequeflo volumen de solvente y frecuentemente pueden obtenerse soluciones
concentradas del producto, los cuales, de este modo estan listos para su purificacion por
métodos simples. Esto implica una reduccién en los efluentes liquidos,

e Los costos de capital son significativamente menores.

e Pueden usarse medios de cultivo muy concentrados sin afectar la formacion del
producto.

e Algunos cambios de utilidad en las caracteristicas de las enzimas se pueden observar en
la FS. Como la secrecion de pigmentos en el medio sélido (intracelular en FL).

A pesar de las ventajas, el uso comercial a gran escala de FS requiere solucidén a varios
problemas.

Las desventajas de la FS incluyen:

e Problemas de disipacion de calor.
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e Carencia de sensores y métodos eficientes para manejar sélidos.

e Dificultad para afiadir nutrientes y agentes de control.

e Inexperiencia de ingenieros en las naciones occidentales para disefiar y escalar los
fermentadores en estado sélido; y la no existencia de fermentadores estandar para estos
procesos.

e Una desventaja muy importante es la informacién relativamente limitada sobre la
fisiologia y genética de las cepas en FS que posibiliten la optimizaciéon en la
produccion.

1.6.5. ASPECTOS FISIOLOGICOS.

Los efectos fisioldgicos de un ambiente liquido sobre la biomasa y formacion del producto
por hongos filamentosos han sido ampliamente estudiados en cultivos liquidos [34]. Sin
embargo en FS hay poca informacion disponible de los efectos de un ambiente sélido sobre
los microorganismos.

Puede pensarse que algunos efectos sean similares a los observados en cultivos liquidos,
modificacion de la composicién quimica, estructura fisica de los sustratos y variaciones
locales de temperatura, pH, concentracion de nutrientes y gases disueltos.

No obstante, recientemente llegd a ser evidente que la respuesta bioquimica y fisiologica de
ciertos microorganismos en cultivos en estado sdlido puede diferir enormemente a aquellos
cultivos en estado liquido, lo cual conlleva a una reduccion o pérdida eventual, de la
productividad de las enzimas deseadas o metabolitos. La fisiologia en un medio sélido
puede ser tan diferente que los microorganismos producen enzimas con diferentes
caracteristicas de tamafio, Km, estabilidad, pH y temperatura optimas, y diferente
sensibilidad a la inhibicion por sustrato [35]. Se ha reportado que las enzimas intracelulares
llegan a ser extracelulares cuando se producen en FS [36].

1.7. PRODUC(;I(')N DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN
FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO.

Aunque algunos trabajos sugieren que altas concentraciones de metabolitos secundarios
pueden producirse en cultivos soélidos, no se intentd producir metabolitos secundarios por
este sistema (a excepcion de pigmentos), hasta el final de los 80’s. En 1987 Kumar y
Lonsane [37] reportaron la produccion de acido giberilico por FS sobre salvado de trigo en
matraces. Un afio después el grupo de Barrios y colaboradores publicaron el primer articulo
sobre la produccion de penicilina por FS sobre un soporte inerte, usando fermentadores en
columna tipo Raimbault con aireacion forzada. Esto marcé el comienzo de una nueva fase
de investigacion sobre la produccidon de metabolitos secundarios por FS. Después de esto,
varios autores han estudiado la produccion de antibidticos y otros metabolitos secundarios
de utilidad por diferentes sistemas de FS.
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Estos trabajos constituyeron una segunda etapa de estudio e interés sobre la materia, que se
caracterizaron por la diversidad de metabolitos secundarios producidos y por el uso de
sistemas nuevos no tradicionales de FS. También, estos estudios no solo causaron la
optimizacién de las variables del proceso mas usadas sino que también profundizé el
estudio basico de su funcionamiento.

1.7.1. LOS SISTEMAS DE FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO.

Los sistemas de FS se realizan sobre granos. El trabajo de Barrios y colaboradores sobre la
produccion de metabolitos secundarios en cultivos sélidos comenzé usando como soporte
solido flor de cazabe (constituida principalmente por almidén ), y estudiando la sintesis de
aflatoxinas y acido giberilico. En tal periodo se observo que cuando la fuente de carbén era
parte constituyente de la estructura, las caracteristicas fisicas del medio sélido se
deterioraban progresivamente durante el cultivo reduciendo la transferencia de masa y
energia. Aunque la sintesis del metabolito fue muy rapida, el cultivo no podia proceder por
largos periodos. Ellos tuvieron la idea de usar un soporte inerte con medio liquido
impregnado el cual resolvid el problema, debido a que la estructura fisica fue mas o menos
constante por todo el tiempo de cultivo.

Varios soportes se probaron y el bagazo de cafia de azlcar se escogié debido a que se
obtuvo un buen crecimiento y produccion, no solo para los metabolitos secundarios sino
para diferentes enzimas [38]. Los estudios sobre e] metabolismo secundario en FS también
se impulsaron por el uso de la penicilina como un modelo conveniente de metabolito
secundario.

Varios estudios sobre la formacién de productos secundarios, publicados durante los
ultimos 15 afios, se han realizado en diferentes sistemas de FS. Algunos ejemplos de estos
recientes sistemas son: la produccion de acido giberilico sobre salvado de trigo; la
produccion de penicilina sobre bagazo de cafia de azucar; de tetraciclina sobre residuos de
papa; de cefamicina sobre cebada; de pigmentos sobre harina de Mantou; entre otros.

1.7.2. LOS MICROORGANISMOS Y SUS PRODUCTOS.

La FS se define como un método general para la produccion no solo de micotoxinas, sino
de antibidticos y otros metabolitos secundarios de utilidad, como estimulantes del
crecimiento en plantas, alcaloides y pigmentos. El panorama es también optimista debido al
rango de microorganismos que pueden usarse exitosamente para la produccion de estos
compuestos. Ademas de diferentes especies de hongos, se ha reportado el uso de
actinomicetos y de bacterias no filamentosas en este proceso.
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1.8. CEPAS PRODUCTORAS Y NIVELES DE PRODUCCION.

El desarrollo de cepas microbianas de alta productividad es un prerrequisito para la
eficiencia en los procesos biotecnoldgicos. Hasta el presente, el mejoramiento de cepas se
baso principalmente sobre la mutagénesis inducida. La mutacion y seleccidn es responsable
de un gran incremento en los titulos de la penicilina, mientras que durante los ultimos afios
la recombinacion genética se ha basado en la cruza parasexual y la fusién de protoplastos
que se convirtieron en estrategias adicionales [39]. Aunque las técnicas de ADN
recombinante (ingenieria genética) proporcionan un enorme potencial para el mejoramiento
de cepas industriales, su impacto comienza a sentirse. Sistemas de clonacion bésicos se han
desarrollado para varios microorganismos usados en procesos industriales [40].

1.8.1. CEPAS ESPECIALES PARA FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO.

Uno de los mayores aspectos positivos en FS es que los metabolitos son, en muchos casos,
producidos con rendimientos mds altos que en FL [41]. Sin embargo, hay pocos reportes
sobre estudios comparativos, y los pocos trabajos se han llevado a cabo sobre cepas de baja
produccion, las cuales son mas cercanas a las cepas silvestres que a los mutantes
sobreproductores usados en las modernas industrias de FL.

En efecto existe una carencia de informacion de que tipo de cepas se necesitan para los
procesos en FS. Las cepas sobreproductoras, desarrolladas para medios liquidos, pueden no
tener el rendimiento esperado en los procesos de FS. Esto puede causar no solo una
subestimacion del potencial de la FS para ciertas aplicaciones sino que también puede ser
un serio obstaculo para estos métodos de cultivo, debido a que muchas o todas las cepas
sobreproductoras se han desarrollado para FL.

Un estudio del grupo de Barrios y colaboradores [42] mostré que, como en FL, las cepas
son un elemento fundamental en los niveles de produccion que pueden obtenerse en FS. Se
encontrd que las cepas de alto rendimiento, desarrolladas para FL, tienden a ser de alta
produccién en FS también. Esto concuerda con los resultados que obtuvieron sobre la
regulacion de la biosintesis de penicilina en FS, debido a que ello implica que los mutantes
que permiten una alta produccion en medio liquido también se pueden usar para
sobreproducir en medio sélido.

1.8.2. EFICIENCIA DE LAS CEPAS EN FS.

En el mismo trabajo [42] se definieron parametros que permitieron una evaluacién
cuantitativa de la eficiencia de diferentes cepas que producen en FS. En este sentido, fue
posible determinar que cepas de alta produccién (para FL) tienden a ser menos eficientes en
FS, mientras que las cepas de baja produccion muestran producciones relativas muy altas.
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Esto implica la existencia de una o varias caracteristicas, probablemente no relacionadas a
la ruta biosintética, que permiten una alta producciéon en FS (ademas necesarias para la
produccion en medio liquido), las cuales frecuentemente se encuentran mas en las cepas de
baja produccion. Estas caracteristicas se desconocen pero se expresan como producciones
relativas altas. Debido a que estos valores de produccion fueron mas altos en las cepas de
bajo rendimiento, es posible que estas caracteristicas se hayan perdido durante los
programas de mejoramiento genético.

1.8.3. MEJORAMIENTO DE CEPAS PARA FS.

Aunque las cepas de alta produccion (para FL) tienden a ser menos eficientes en cultivos
solidos, algunos mutantes derivados de estas cepas desplegaron rendimientos muy buenos
en medios solidos. Esta es la base de los métodos descritos para seleccionar mutantes de
alta produccion particularmente adaptados para FS. En el trabajo referido, las cepas
mutantes generadas que produjeron mas de 10 500 microgramos de penicilina por gramo de
materia seca representaron incrementos muy importantes en la produccidén, en relacion a la
cepa parental [42]. Esto significa que el proceso de aislamiento de mutantes de cepas de
alta produccion en FL, y seleccion como se indica en ese trabajo, es un método eficiente y
rapido de generacion de sobreproductores de penicilina (y probablemente de otros
metabolitos secundarios) particularmente adaptados para FS.

Puede especularse que en FS los microorganismos sienten el ambiente sélido y reaccionan
produciendo enzimas especiales que son mas eficientes en un medio con difusion
restringida. Es posible que la estructura de su membrana varie también para adaptarse al
medio en una interface de aire-agua-soporte, con diferentes condiciones para tomar los
nutrientes y secretar los productos. La proteccion constante contra una presion osmotica y
una toxicidad i6nica puede ser otra caracteristica particular de FS. Todo esto sugiere la
existencia de algunos mecanismos de regulacion y adaptacion de genes en medio sélido.

1.9. ESTRUCTURA BASICA DE LOS ANTIBIOTICOS BETA-
LACTAMICOS.

Una vez conocida la estructura quimica de las penicilinas se observéd la presencia de un
denominador comin entre ellas. La presencia del anillo B-lactamico daria lugar a la creacion
del denominado, desde entonces, grupo de los antibidticos -lactamicos.

El ntcleo central de las penicilinas es el acido 6-aminopenicilanico (6-APA), formado por el
anillo f—lactdmico asociado a un anillo tiazolidinico.

En las cefalosporinas y cefamicinas, el anillo B-lactdmico aparece asociado a un anillo

dihidrotiazinico, formando un nucleo central denominado 4cido 7-aminocefalosporanico (7-
ACA).
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. Bacterias
Nucleo p-lactamico Estructura Hongos Gram-positivas  Gram-negativas
Aspergillus
Penicillium

§ Epidermophyton

D ) Trichophyton
Penam N \> Polypaecilum

o Malbranchea
Sartorya
Pleurophormopsis
Cephalosporium Streptomyces  Flavobacterium
S Anixiopsis Nocardia Xanthomonas
’ Arachnomyces Lysobacter
Cefem Spiroidium
N Scopulariopsis
Diheterospora
Paecilomyces
(4]
Clavam a\'\> Streptonmyces
0
. Streptomyces  Serratia
Carbapenem J;Q Erwinia
(¢4
Nocardia Pseudomonas
Gluconobacter
Monobactam N Chromobacter
o Agrobacter
Acetobacter

Tabla 1.1. Especies productoras y principales grupos de antibioticos p-lactamicos.

Es la naturaleza de la cadena lateral que se une al nicleo central la responsable de conferir a
estos antibidticos caracteristicas hidrofilicas o hidrofébicas: algunas penicilinas son de
caracter hidrofébico porque sus cadenas laterales las constituyen el acido fenilacético
(penicilina G) o el acido fenoxiacético (penicilina V), de caracteristicas hidrofébicas,
mientras que otras presentan una cadena lateral hidrofilica de 4cido L-a—aminoadipico
(isopenicilina N). Las cefalosporinas y cefamicinas poseen siempre una cadena lateral de
acido D-a—aminoadipico, por lo que siempre presentan caracteristicas hidrofilicas.

Las penicilinas con cadena lateral hidrofébica son exclusivamente sintetizadas por ciertas
especies de hongos filamentosos [43] y las cefalosporinas y cefamicinas pueden ser
producidas, como se puede observar en la Tabla 1.1, por diferentes especies de hongos
filamentosos, muchos actinomicetos (microorganismos gram-positivos) y unas pocas
especies de bacterias unicelulares gram-negativas [44].

Otros compuestos P-lactamicos con actividad antibacteriana son las carbapenemas, las
cefamicinas y las monobactamas: todos ellos producidos por diferentes especies de
microorganismos. Estos compuestos estan adquiriendo cada vez mayor importancia en el
mercado farmacéutico.
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1.9.1. ESTRUCTURA QUIMICA DE LA PENICILINA.

En 1941, cuando comenzaron los primeros ensayos clinicos con la penicilina, practicamente
no se conocia nada acerca de la naturaleza quimica de este compuesto, excepto que se trataba
de una molécula relativamente pequefia, que se extraia en su forma 4cida con solventes
organicos y que podia reextraerse en forma de sal en soluciones acuosas. Dos afios después,
Edward Abraham y Emnst Chain consiguieron cristalizar la penicilina F obtenida en Oxford
en forma de sal sodica y fueron capaces de compararia con el compuesto producido en
Estados Unidos, la penicilina G. Diferia en que poseia un grupo bencilo en lugar de un grupo
2-pentenilo, lo que se debia a que el medio usado en las fermentaciones por las compaiiias
americanas contenia liquido de maceracion del maiz, este componente del medio de cultivo
aportaba un precursor de la cadena de fenilacetilo. Posteriormente consiguieron degradar la
molécula en tres componentes: un aminoacido (la penicilamina), un aldehido y CO,. En
octubre de 1943 ya se empezaba a valorar la posibilidad de que la estructura quimica de la
penicilina contuviera una B—lactama, lo que fue motivo de una seria polémica entre los que
defendian esta estructura y los que encontraban a esta estructura como inaceptable y sugerian
una estructura biciclica tiazolidina-oxazolona. Dos afios mas tarde la polémica quedd
resuelta, tras el analisis de cristalografia de rayos X de la molécula [45]. Figura 1.1.

Mas de diez afios después se conseguiria la primera sintesis racional de penicilina por
métodos quimicos, en el Massachusetts Institute of Technology [46].

Sin embargo, este sistema (de indudable valor académico) y otros desarrollados
posteriormente [47] no han resultado ser lo suficientemente rentables desde el punto de vista
econdmico como para ser capaces de competir con las técnicas de fermentacion en la
produccion de penicilina a escala comercial.
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Figura 1.1. Estructura quimica basica de penicilinas. La imagen superior es la estructura basica de las
penicilinas, representada en dos dimensiones. A la derecha de la imagen se indica el tipo de atomos que
conforman la molécula de la penicilina. La imagen inferior es la molécula en tercera dimension.

1.10. GENES Y ENZIMAS INVOLUCRADOS EN LA BIOSINTESIS DE
PENICILINAS.

Las penicilinas son miembros del grupo de los antibidticos de tipo B-lactamico y contienen
modificaciones estructurales de los antibidticos de tipo peptidico, con los que se podrian
relacionar [48]. Todos estos antibiéticos contienen un anillo B-lactdmico unido a un segundo
anillo de cinco miembros. La presencia de un dtomo de azufre en este segundo anillo
proporciona caracteristicas diferenciales a penicilinas con respecto a las otras clases de
antibidticos B-lactdmicos. La biosintesis de antibidticos f-lactimicos es un proceso que
requiere de una serie de precursores, como aminoacidos 0 compuestos que van a dar lugar a
la cadena lateral y cofactores. El estudio de las “rutas accesorias” de los mecanismos basicos
de biosintesis de -lactamas es muy importante en la actualidad, con el objetivo de la mejora
global en la produccion de tales antibidticos. Sin embargo, sélo se hara referencia a los pasos
directamente implicados en la biosintesis y, se llamara genes estructurales de biosintesis de
penicilinas a aquellos genes que codifiquen para proteinas directamente implicadas en la ruta
biosintética.

1.10.1. ViA BIOSINTETICA DE LAS PENICILINAS.

La mayoria de los pasos implicados en la biosintesis de las penicilinas han sido
caracterizados a nivel bioquimico [21, 49] aunque los mecanismos relacionados con las
reacciones llevadas a cabo por las diferentes enzimas se mantienen dentro del campo de las
hipdtesis (a pesar de su gran interés desde los puntos de vista médico e industrial).
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Los primeros estudios realizados acerca de la biosintesis de B-lactamas fiingicas en los que se
utilizaron extractos acelulares condujeron a la observacion de un tripéptido que contiene
cisteina: el 3~(L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina o ACV, como el precursor directo en la
biosintesis de penicilina por parte de P. chrysogenum [50] y por bacterias productoras de f3-
lactamas [S1]. El tripéptido ACV es posteriormente ciclado para formar isopenicilina N,
primer intermediario de la ruta con actividad antibidtica y que posee una cadena
lateral de a-aminoadipilo unida al anillo B-lactamico, en una reaccion que fue descrita por
primera vez en P. chrysogenum [52]. En este microorganismo, la isopenicilina N es
convertida en penicilina tras el intercambio de la cadena lateral de a-aminoadipilo por otra de
fenilacetilo (penicilina G) o fenoxiacetilo (penicilina V). Esta reaccion de transacilacion es
caracteristica solamente en los microorganismos productores de penicilina. Figura 1.2.

L-dsteina
L-g-aminoadipico
HN N L-valina
Y\/\C OOH H?Nw—/SH )
COOH COOH COOH
pcbAB ¢ ACV sintetasa
!
HN N SH
M LLD-ACV
COOH o’
COOH
pebC ¢lsopenicilina N sintasa
L ;
S
HZNY\/\‘)‘ isopenicilina N
0
COOH Fenilacetil-CoA

OI
COOH CoA
HO 7 L-o-AA
2
L-0-AA

8-APA Isopenicilina N
penDE aciltransferasa
Fenilaceti-CoA
H
Co { S

COCH
Figura 1.2. Ruta de biosintesis de penicilinas.
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1.10.2. EL GEN pcbAB CODIFICA PARA LA ACYV SINTETASA.

El tripéptido ACV constituye el primero de los pasos comunes en la biosintesis de
penicilinas, cefalosporinas y cefamicinas.

Este compuesto, cuya formacion atin no se conoce en todos sus detalles, ha sido aislado a
partir de caldos de cultivo de P. chrysogenum, Acremonium chrysogenum, Streptomyces
clavuligerus, Nocardia lactamdurans y otros mas [53]. La formacion del tripéptido ACV es
estimulada cuando se inhibe la sintesis proteica con cicloheximida o anisomicina [54], lo que
confirma la hipotesis de que el péptido se forma por condensacion no ribosémica de los tres
aminoacidos que lo componen. Parece ser que la condensaciéon comienza con la activacién
del grupo &-carboxilo del acido a-aminoadipico, seguida de la reaccién con el grupo a-amino
de la cisteina (o una forma activada de ésta) para constituir el dipéptido L-o-aminoadipil-L-
cisteina (o una forma activada de ¢€ste). Esta teoria, propuesta por Queener y Neuss en 1982
[55], podria explicar la existencia del dipéptido &-(L-o-aminoadipil)-L-cisteina (AC) aislado
a partir de caldos de cultivo de A. chrysogenum [56]. El dipéptido LL-AC es convertido en el
tripéptido LLD-ACYV al reaccionar el grupo o-amino de la valina con una forma activada del
dipéptido, la valina es epimerizada a su configuracion D mientras estd unida a la enzima
responsable de la condensacion.

El orden en que se incorporan los tres aminoacidos fue examinado en primer lugar por
Fawcett y col., en 1976 [52]: este grupo de investigacion observo que extractos acelulares de
P. chrysogenum eran capaces de convertir una mezcla de 8-(L-oi-aminoadipil)-L-cisteina y
valina en ACV radiactivo, en presencia de ATP. Los mismos extractos no eran capaces de
formar el tripéptido a partir de 4cido a-aminoadipico marcado con e y de cisteinil-valina.

Posteriormente se describié que la velocidad de formacion del tripéptido ACV era mucho
mayor cuando se afiadian los tres precursores por separado que cuando se utilizaba LL-AC y
L-valina, lo que sugeria que era una Unica enzima la que llevaba a cabo la sintesis de ACV,
que esta enzima requeria la union de los tres aminodcidos para su maxima actividad y que el
intermediario LL-AC permanecia unido a la enzima durante este proceso [57]. La sustitucion
de la L-valina por la D-valina no permitia la formacion del tripéptido.

La enzima encargada de la formacion del tripéptido ACV se denomina 8-(L-o-aminoadipil)-
L-cisteinil-D-valina sintetasa (ACV sintetasa, ACVS o tripéptido sintetasa), requiere para
su actividad ATP e iones Mg™ o Mn*" y agrupa un buen numero de actividades distintas
[57]. Entre ellas cabe destacar el reconocimiento de los sustratos, la activacion de los mismos
por adenilacion, la condensacion de los precursores activados, la epimerizacion de la L-valina
a su configuraciéon D y la liberacion del tripéptido, siendo el tamafio de la enzima lo
suficientemente grande como para englobar todas las actividades descritas. Mediante el
empleo de algunas técnicas, se estim6 el tamafio molecular en unos 420-460 kDa, valor muy
acorde con la capacidad codificante del gen pchAB [58].

La ACV sintetasa posee tres dominios distintos, con secuencias muy conservadas entre si,
separados por regiones de baja similitud.

-32-



Generalidades y Antecedentes 33

Estos dominios conservados, de mas de S00 aminoacidos, parecen corresponder a los centros
de activacion de cada uno de los aminoacidos precursores del tripéptido [59], sugiriéndose un
tipo de organizacion similar al que aparece en otras enzimas formadoras de adenilatos y en
otras multienzimas formadoras de péptidos. Se ha detectado en esta enzima la existencia de
una secuencia consenso tipica de tioesterasas, secuencia que en la ACV sintetasa podria ser
responsable de la hidrdlisis de la unién enzima-producto y de la posterior liberacion del
tripéptido.

En el presente trabajo se usard la nomenclatura que precede a los genes comunes de
penicilina y cefalosporina con pcb y a los especificos de penicilina con pen, [60].

El gen pchAB de P. chrysogenum codifica para la ACV sintetasa y fue clonado por
complementacion de dos mutantes de este microorganismo defectivos en la actividad ACV
sintetasica [58]. Los estudios transcripcionales realizados con este gen llevaron a la
observacion de un gran transcrito, de aproximadamente 11.5 kpb y se determiné la secuencia
de la region codificante: 11 376 pares de bases, que codificarian para una proteina de 3 792
aminoacidos y una masa molecular de 425 971 Da.

En la proteina deducida a partir de la secuencia de nucleétidos del gen pchAB se encontraron
tres dominios con una amplia similitud entre si, con un gran parecido también con péptido
sintetasas de Bacillus y con otras enzimas en las que se dan procesos de activacién con
requerimiento de ATP. El gen, a pesar de su gran tamafio, no poseia intrones, ademas en P.
chrysogenum, se expresaba en sentido contrario a los demas genes de la ruta. Figura 1.3. Al
mismo tiempo, se determiné que el gen se encontraba formando parte de un grupo (“cluster”)
en el que se incluian también los otros dos genes implicados en la biosintesis de penicilina
[61, 62].
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Figura 1.3. Agrupamiento de genes implicados en la biosintesis de antibidticos B-lactamicos en Penicillium
chrysogenum.
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1.10.3. EL GEN pcbC CODIFICA PARA LA ISOPENICILINA N SINTASA.

La enzima que lleva a cabo el siguiente paso catalitico: ciclacion del tripéptido ACV y
formacion de la isopenicilina N, se denomina isopenicilina N sintasa (IPNS). Fue detectada
por primera vez en A. chrysogenum [63] y ha sido purificada a partir de extractos de P.
chrysogenum [64], entre otros.

La enzima de P. chrysogenum presenta una masa molecular, estimada por cromatografia de
filtracion en gel y por electroforesis en gel de poliacrilamida, de aproximadamente 39 000
Da, similar a la descrita para las enzimas de los demas microorganismos analizados. Requiere
ditiotreitol (DTT) para su actividad y es estimulada por ascorbato e iones Fe*”. La reaccion
enzimatica requiere oxigeno y es estimulada por la concentracion de oxigeno disuelta en la
mezcla de reaccidén. De hecho, la ciclacion tiene lugar mediante la eliminacion, mediada por
oxigeno, de cuatro atomos de hidrogeno de la molécula del tripéptido.

El gen que codifica para la sintesis de la isopenicilina N sintasa se denomina pchC. El gen
pcbC de A. chrysogenum fue el primero de los genes biosintéticos de antibidticos -
lactdmicos estudiado a nivel molecular [65]. Desde entonces, el gen pchC ha sido clonado a
partir de otros muchos microorganismos productores de antibidticos B-lactamicos: como P.
chrysogenum [66]. Los genes que codifican para la isopenicilina N sintasa en procariotas son
muy parecidos entre ellos y también lo son a los genes fingicos. El porcentaje de similitud a
nivel de nucledtidos oscila entre el 62 y el 80 % y a nivel de aminoacidos entre el 54 y el
79 %.

El gen pchC de P. chrysogenum carece de intrones, se transcribe en un ARNm de 1.1 kpb y
codifica para un polipéptido de 37 900 Da de masa molecular, lo que se aproxima bastante al
tamafio de la proteina purificada. Se encuentra localizado aguas arriba del gen pchAB,
encontrandose sus respectivas regiones promotoras en una region intergénica de 1 503 pares
de bases de longitud, en la que se localizan las secuencias promotoras de los dos genes,
Figura 1.4. Esta misma orientacion es la que aparece en los demas hongos filamentosos
productores de (3-lactamas, pero es diferente de la que se encuentra en los productores de tipo
bacteriano, donde el gen pchC se localiza aguas abajo del gen pchAB.

1.104. EL GEN penDE CODIFICA PARA LA ISOPENICILINA N
ACILTRANSFERASA.

Esta ultima parte de la via, se trata del unico paso especifico en aquellos hongos con
capacidad para originar penicilinas de caracter hidrofobico, como es el caso de P.
chrysogenum 'y A. nidulans. Estos microorganismos son capaces de sintetizar penicilinas con
cadenas laterales procedentes de una gran variedad de 4cidos carboxilicos presentes en el
interior de la célula o aportados de forma exdgena. La biosintesis de las penicilinas ocurre por
la sustitucién de la cadena lateral de a-aminoadipilo de la isopenicilina N por un radical
fenilacetilo (o fenoxiacetilo, en el caso de la penicilina V) procedente del fenilacetil-CoA.
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Esta reaccion es llevada a cabo por la acil-CoA:isopenicilina N aciltransferasa (también
denominada IPN aciltransferasa, transacilasa o IAT).

La ausencia de isopenicilina N aciltransferasa, debida a la carencia del correspondiente gen
[67], en microorganismos productores de penicilinas es la responsable de la incapacidad de
estos microorganismos para producir penicilina G o cualquier otra penicilina con cadena
lateral hidrofobica.

La naturaleza del ultimo paso enzimatico de la via biosintética de penicilina ha sido objeto de
un amplio estudio. Queener y Neuss [55] propusieron en 1982 un modelo para la reaccion
que seguiria dos pasos y requeriria dos actividades enzimaticas:

1. La formacion de 6-APA a partir de la isopenicilina N, liberandose acido a-aminoadipico
(actividad isopenicilina N amidohidrolésica).

2. La transferencia de la cadena lateral desde un precursor en forma activada (actividad acil-
CoA:6-APA aciltransferasica).

La presencia de estas dos actividades fue demostrada posteriormente [68], encontrandose
asociadas en el mismo polipéptido junto con otras tres actividades:

3. Actividad acil CoA:isopenicilina N aciltransferasica: Sustituye la cadena lateral sin
liberar 6-APA como intermediario. Esta actividad es mucho mayor en P. chrysogenum
que la actividad amidohidrolésica lo que sugiere que en la reaccién normalmente no hay
liberacidon de 6-APA y que este es directamente convertido en penicilina.

4. Actividad penicilina amidasica: Convierte la penicilina en 6-APA y probablemente sea la
actividad reversa de la acil-CoA:6-APA aciltransferasica.

5. Actividad penicilina transacilasica: Intercambia cadenas laterales entre dos moléculas de
penicilinas hidrofobicas o entre una molécula de penicilina y 6-APA.

La isopenicilina N aciltransferasa de P. chrysogenum ha sido purificada hasta su
homogeneidad electroforética [69]. La enzima pura presenta un pH Optimo entre 8 y 8.2 y
una temperatura 6ptima de 25 °C (temperatura 6ptima en la produccién de penicilina).
Muestra una mayor especificidad de sustrato.

La preparacion purificada de esta enzima mostraba, tras su andlisis electroforético, tres
bandas proteicas de 40, 29 y 11 kDa de masa molecular. La proteina mayor (40 kDa) era
realmente un heterodimero formado por las subunidades de 11 y 29 kDa. La separacion de las
dos subunidades por medio de la modificacion de la secuencia de nucleotidos del gen llevaba
consigo la pérdida casi completa de la actividad acil CoA:isopenicilina N aciltransferasica y
la mezcla de las subunidades estimulaba unas 15 veces la actividad residual, lo que sugeria
que la forma activa era el heterodimero (29 + 11 kDa) o que una de las subunidades aportaba
informacion necesaria para que la otra fuese activa [70]. Estas subunidades de 11 y 29 kDa se
formarian mediante el procesamiento de la proteina precursora de 40 kDa codificada por el
gen penDE [71].
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Se desconoce la naturaleza exacta de los centros cataliticos que pudieran existir en cada una
de las subunidades, aunque existe un modelo propuesto [60] en el que se supone la existencia
de tres sitios de unién dentro de la enzima.

El gen que codifica para la isopenicilina N aciltransferasa se denomina penDE. Se supuso que
este paso biosintético requeriria la presencia de dos enzimas: una con actividad
amidohidrolésica y otra con actividad aciltransferasica y que cada una de las enzimas estaria

codificada por un gen y, fue clonado en 1989 por Barredo y col a partir de la cepa P.
chrysogenum AS-P-78 [T1].

La confirmacion de que este gen era el responsable de la aparicion de la actividad enzimatica
IPN aciltransferasica se consiguié mediante la complementacion de los mutantes P.
chrysogenum Wisconsin 54-1255 npe6 y npe8, carentes de dicha actividad [72,73]. Tras la
complementacion, algunos de los transformantes obtenidos presentaban una mayor actividad
6-APA aciltransferasica, incluso mas del doble, que el microorganismo parental de los
mutantes, muy posiblemente debido a un aumento en el numero de copias del gen.

El gen penDE se localiza en el cromosoma I en P. chrysogenum [74], aguas abajo del gen
pcbC. Se expresa en la misma direccion que este y existe una region de 1 483 pares de bases
entre ambos. En ella estaria incluida la region promotora de la transcripcidn del gen penDE.

El gen contiene tres intrones, mas proximos al extremo 5° del gen, y una regién codificante
capaz de originar una proteina de 357 aminoacidos y una masa molecular relativa de 39 943
Da. El gen se transcribe dando lugar a la aparicion de un ARNm de 1.15 kpb [71]. Figura 1.4
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Figura 1.4. Esquema de la regién de ADN de 5.1 kpb que contiene los genes pchbC y penDE en P. chrysogenum.
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1.11. APLICACION DE LAS TECNICAS DE INGENIERIA
GENETICA AL MEJORAMIENTO EN LA PRODUCCION DE
ANTIBIOTICOS BETA-LACTAMICOS.

La utilizacion de las técnicas de Ingenieria Genética ha permitido dar un nuevo impulso al
desarrollo de cepas con mayor produccion de antibidticos, pero también ha servido para
conocer en detalle la naturaleza de los cambios ocurridos durante los procesos de
mutagénesis al azar (tanto en los casos en los que se consigue aumentar la producciéon como
en los que ésta resulta disminuida) y la localizacion especifica de tales cambios en el
genoma del microorganismo.

Una vez clonados los genes responsables de la biosintesis de antibidticos, los primeros
intentos de mejora de las cepas de produccidn realizados se basaron en la idea de que si la
produccion dependia de la expresion de unos genes, todo cambio capaz de afectar
positivamente a dicha expresion podria traducirse en un incremento de la produccion.

La forma mas inmediata de aumentar la produccién consistio en el incremento de la dosis
génica es decir, el aumento del nimero de copias de los genes que codifican para una
proteina determinada dentro del microorganismo. A ello contribuy6 el desarrollo de técnicas
mas eficientes para la transformacion de los hongos: como en P. chrysogenum [75]. Los
métodos utilizados se basaban en modificaciones del método desarrollado para
Saccharomyces cerevisiae 'y constaban de tres pasos fundamentales: obtencion de
protoplastos a partir del micelio, transformacién de los protoplastos y regeneracion de los
mismos.

1.11.1. AUMENTO EN LA DOSIS DE LOS GENES PARA LA PRODUCCION DE
ANTIBIOTICOS.

Muy pronto, con la utilizacion del aumento en la dosis génica, se pudo observar el efecto que
originaba sobre la producciéon de antibidticos la integracion en el genoma fungico de un
mayor numero de copias de los genes estructurales de biosintesis de penicilina.

La primera aplicacién de esta técnica con éxito fue la que tuvo lugar con el gen cefEF en 4.
chrysogenum [1]. La amplificacion del gen que codifica para la expandasahidroxilasa
provocaba un aumento en la actividad enzimatica debida a esta enzima, una disminucién en
la cantidad de penicilina N acumulada y un incremento en la produccion de cefalosporina C
de la cepa estudiada.

En cuanto a los genes de biosintesis de penicilina, la sobreexpresion del gen pchAB en A.
nidulans ha llevado a la aparicion de producciones de penicilina 30 veces superiores a las
normales. Aunque, cabe aclarar que los valores obtenidos siguen siendo muchos 6rdenes de
magnitud inferiores a los de las cepas de Penicillium chrysogenum utilizadas a nivel
industrial [2].
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La introduccion de copias adicionales del gen pchC en la cepa P. chrysogenum Wisconsin
54-1255 no es capaz de originar un incremento notable en la produccion de penicilina G, si
bien aceleraba ligeramente su biosintesis entre las 30 y las 80 horas de la fermentacion [76].
Este resultado se justifica argumentando que posiblemente la actividad isopenicilina N
sintasica no constituya (por si sola) un “cuello de botella” en la produccion de penicilina y
que el aumento observado para esta actividad enzimatica no sea suficiente para favorecer la
biosintesis de este compuesto.

La realizacion de un experimento similar con el gen pchC en una cepa silvestre de A.
chrysogenum y en la cepa mutante N2 [77] condujo a la aparicion de resultados similares. La
mayoria de los transformantes de la cepa N2 recuperaban la actividad isopenicilina N
sintasica. En ninglin caso, sin embargo, se superaban los niveles de produccion que se
conseguian mediante la utilizacién de microorganismos obtenidos a partir de la cepa silvestre
por seleccion al azar [78].

El gen penDE de P. chrysogenum también ha sido utilizado en este tipo de experimentos [3],
y de A. midulans [4]. En ambos trabajos, los resultados no condujeron a la aparicion de
resultados satisfactorios.

En otros experimentos de amplificacion de la dosis génica [5], no se ha usado sélo este gen
en la transformacion, sino que se ha utilizado el fragmento de ADN, de 5.1 kpb de longitud y
delimitado por sitios de reconocimiento para la endonucleasa de restriccion Sa/l, fragmento
que contiene los genes pchC y penDE (Figura 1.4). El valor medio de la produccion de
penicilina G obtenida por 26 transformantes de P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 en los
que se habia integrado el fragmento de ADN descrito resultod ser significativamente mayor
que el valor de produccion de aquellos transformantes en los que se habia integrado
solamente el plasmido sin inserto. Los dos transformantes de mayor produccion alcanzaban
un incremento del 40 % con respecto a la produccion de los transformantes utilizados como
control, aunque la variabilidad existente entre los distintos transformantes era bastante
elevada. Las diferencias encontradas a nivel individual podrian ser explicadas por la
integracion de los plasmidos en diferentes localizaciones cromosomicas o por la existencia de
un numero diferente de copias integradas del plasmido. Pero este Ultimo paso de biosintesis
de penicilina si pareceria ser limitante en el desarrollo de la ruta (al menos en la cepa
utilizada). Los autores. sugieren finalmente que tal vez fuese necesario incrementar de forma
homogénea la expresion de los genes pcbC y penDE para conseguir una mejora en la
produccién de penicilina.

1.11.2. EXPRESION HETEROLOGA DE LOS GENES.

En muchas ocasiones interesa expresar un gen clonado a partir de un microorganismo en
microorganismos distintos que se muestren mas eficientes que el portador original. Esta
técnica es ttil para producir una enzima en grandes cantidades o bien para conseguir que el
microorganismo traduzca la incorporacion de una nueva actividad enzimatica en la formacion
de nuevos productos de interés industrial (productos que, en algunos casos, solo se podrian
obtener a través de una larga y costosa sintesis quimica). La produccion de enzimas puede
conseguirse de forma mas sencilla mediante la expresion de los genes en bacterias.
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Sin embargo, en muchos casos las proteinas eucaridticas deben sufrir modificaciones
postraduccionales (glicosilacion, acetilacion, etc.) para alcanzar su correcta funcionalidad y
los organismos procarioticos no son capaces de realizarlas.

A continuacién se cita dos ejemplos de la aplicacion de estas técnicas al campo de la
produccion de antibidticos B—lactdmicos:

1. La introduccién del gen penDE de P. chrysogenum en A. chrysogenum permitié la
produccién de penicilina G en este ultimo microorganismo (Gutiérrez y col., 1991b).

2. Solamente, se ha logrado integrar todo el conjunto de los genes para la via de penicilina
(pcbAB, pcbC y penDE), en Neurospora crassa 'y Aspergillus niger que son hongos no
productores de antibidticos beta-lactdmicos. Los genes se han expresado heterologamente
confiriendo asi la capacidad productora de penicilina a estos organismos [6].

1.11.3. MODIFICACION DE PROMOTORES.

La existencia dentro de la ruta de biosintesis de antibidticos p—lactimicos de genes cuya
expresion parece disminuida respecto del resto, como por ejemplo el gen penDE de P.
chrysogenum, proporciona una base para creer que el cambio de sus regiones promotores por
otras mas eficientes, por ejemplo, las regiones promotoras de genes del metabolismo primario
con un alto nivel de expresién o menos reguladas puede dar lugar a un aumento en la
produccion del compuesto de interés.

En este sentido, los avances en ingenieria genética estan dando forma a un nuevo estilo de
mejoramiento genético, en el cual se utilizan estrategias como el incremento de dosis génica,
el cambio de promotores (ya mencionadas anteriormente), la disrupcion de genes reguladores
negativos y la amplificacion de genes reguladores positivos.
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HIPOTESIS:

La sintesis de penicilina G se verd aumentada al incrementar la dosis de los genes pcbC y
penDE de cepas de Penicillium chrysogenum de alta y baja produccién, llevada a cabo
tanto en fermentaciones en medio liquido como en so6lido. El porcentaje de incremento en
la produccidn sera mayor en medio sélido.

OBJETIVO GENERAL:

Aplicar la estrategia del aumento en la dosis de los genes pchC y penDE a cepas de
Penicillium chrysogenum para mejorar la producciéon de penicilina G en sistemas de
fermentacion liquida y solida.

OBJETIVOS PARTICULARES:

a) Construccién del plasmido integrativo pUAMICI1 que porta los genes pcbC y penDE.
b) Generacion de transformantes de Penicillium chrysogenum con el plasmido pUAMICI.
c) Seleccion de transformantes con mayor numero de copias de los genes.

d) Evaluacién de la produccion de penicilina G por los transformantes en FL y FS.
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2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. MICROORGANISMOS.

2.1.1.CEPAS BACTERIANAS.

Bacillus subtilis ATCC 6633 [79]: Cepa sensible a la acc