


INSTITUTO TECNOLÓGICO Y DE ESTUDIOS
SUPERIORES DE MONTERREY

CAMPUS MONTERREY
DIVISIÓN DE INGENIERÍA Y ARQUITECTURA

PROGRAMA DE GRADUADOS EN INGENIERÍA

TECNOLÓGICO
DE MONTERREY

PRODUCCIÓN DE LOVASTATÍNA A PARTIR DE
Asperqillus terreus POR FERMENTACIÓN EN MEDIO

SOLIDO UTILIZANDO DIVERSOS DESECHOS
AGROINDUSTRIALES

TESIS
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA

OBTENER EL GRADO ACADÉMICO DE: MAESTRÍA

EN CIENCIAS ESPECIALIDAD EN BIOTECNOLOGÍA

POR
GUILLERMO HERNÁNDEZ DÍAZ

MONTERREY, N. L. DICIEMBRE 2005



INSTITUTO TECNOLÓGICO Y DE ESTUDIOS SUPERIORES DE MONTERREY

CAMPUS MONTERREY
DIVISIÓN DE INGENIERÍA Y ARQUITECTURA

PROGRAMA DE GRADUADOS EN INGENIERÍA

TECNOLÓGICO
DE MONTERREY.

Producción de Lovastatina a partir de Aspergillus terreus por fermentación en medio sólido
utilizando diversos desechos agroindustriales

TESIS

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO ACADÉMICO DE:
MAESTRÍA EN CIENCIAS

ESPECIALIDAD EN BIOTECNOLOGÍA

POR:

GUILLERMO HERNÁNDEZ DÍAZ

MONTERREY, N. L. DICIEMBRE 2005



Hay una gran diferencia entre quienes abandonan el barco con la primera ola a quienes

luchan contra viento u marea hasta llegara buen puerto

Mama preciosa por tu esplendor
Papa por tu cariño

Abuelita linda por estar a mi lado día a día
Chio, Tato, no hay nadie como ustedes

Lily, por darle luz a mi vida
Aburtos, no hay una familia igual

Naty, por ser el ángel que esta conmigo
Vecino, le di la vuelta

Princesa, por nuestra amistad sincera
Ufa, Vaquita, las amo del asco
Preciosa, se merece un idilio

Picadas, por tu apoyo incondicional
Bq, no, no, métele más

Chupos, Chela, Costeño, Cosita, Amarguras, CM; unidos todos...
Vieja, Madre, lo tienes...

Geno, Caty, por regalarme un pedazo de sus vidas
Mi niña, por una sonrisa día a día

Alfonso, Gaby, se merece una Casona
Tía Lety, Tío Rovert, por su apoyo y cariño

Tía Raque, por estar al pendiente
Mush, Gordo, Jonhy, Patrón por estar ahí

Pandillas, gracias por todo
María, por cubrirme con tu manto

Jesús, por cargarme cuando no podía más

i



Indice ii

índice de Tablas Iv

Indice de Figuras v

Abreviaturas vi

Resumen 3

introducción 4

Antecedentes 5
2.1. Evolución de las Enfermedades Cardiovasculares en México 5

2.2. Hipercolesterolemia ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 8

2.3. Tratamiento de la Hipercolesterolemia 9

2.4. Inhibidores de la Biosíntesis del Colesterol: Estatinas 9

2.5. Características Estructurales de las Estatinas. 10

2.6. Mecanismo de Acción de la Lovastatina. 10

2.7. Producción de Estatinas por Fermentación 11
2.7.1. Características de Aspergillus terreus.-------------------------------------------------------------- 11
2.7.2. Producción de lovastatina a partir de Aspergillus terreus por fermentación líquida. 12
2.7.3. Metabolismo secundario y crecimiento microbiano. (Demain et al 1999) 13
2.7.4. Producción de lovastatina por fermentación líquida a partir de Aspergillus terreus. 15
2.7.5. Fermentación en medio sólido. 20
2.7.5.1. Desechos agroindustriales. 21
2.7.5.2. Producción de lovastatina a partir de Aspergillus terreus por fermentación en medio sólido. 21

Planteamiento del Problema 22

Justificación 22

objetivo general 23

objetivos Específicos 23

Hípótesís 23

Estrategia Experimental 23

Metodología 24

9.1. Selección de la Cepa. 24

9.2. Selección de los soportes sólidos. 24

9.3. Fermentación en fase sólida. 24
9.3.1. Inoculo. 25
9.3.2. Cálculo de la cantidad de sólidos y humedad para constituir el medio sólido de fermentación. 25
9.3.3. Determinación de la evolución de Biomasa en fermentaciones sólidas. 26

ii



9.3.4. Determinación de la evolución de sustrato (Prueba del ácido dinitro salicílico) (Millar, 1959). 27
9.3.5. Determinación de lovastatina. 28
9.4.6. Calculo de los parámetros cinéticos de las fermentaciones sólidas en los soportes estudiados. 28

9.5. Efecto de la humedad relativa y el sustrato añadido en la producción de biomasa y

9.6. Estudio comparativo de la producción de obtención de lovastatina entre la
fermentación en liquida y la fermentación sólida empleando zacate como soporte. 29

9.6.1. Producción de lovastatina en medio líquido. 29
9.6.2. Determinación de Biomasa. 29
9.6.3. Determinación de la evolución de sustrato. 29
9.6.4. Determinación de Lovastatina. 30
9.6.5. Análisis estadístico. 30

31

10.1. Selección de los diferentes soportes seleccionados. 31

10.2. Producción de lovastatina a partir de Aspergillus terreas por fermentación en medio
sólido en cada uno de los soportes seleccionados.. 32

10.2.1. Cinética de formación de biomasa, producto y consumo de sustrato en la fermentación sólida utilizando
salvadillo de trigo como soporte. 32
10.2.2. Cinética de formación de biomasa, producto y consumo de sustrato en la fermentación sólida utilizando
avena como soporte. 33
10.2.3. Cinética de formación de biomasa, producto y consumo de sustrato en la fermentación sólida utilizando
zacate como soporte. 34
10.2.4. Cinética de formación de biomasa, producto y consumo de sustrato en la fermentación sólida utilizando
pericarpio de maiz como soporte. 35
10.2.5. Cinética de formación de biomasa, producto y consumo de sustrato en la fermentación sólida utilizando
alfalfa como soporte. 35

10.3. Estudio del efecto de la humedad relativa y del sustrato añadido (lactosa) en la
producción de lovastatina. 39

10.4. Estudio comparativo de la producción de lovastatina entre fermentación en medio
líquido sólido------------------------------------------------------------------------------------------------42

44

44

Bibliografía 45

iii

Conclusiones

Resultados y Discusión



Tabla 1. Principales causas de mortalidad general en México, período 1980 - / 998 6

Tabla 2. Defunciones por Enfermedades del Corazón en México, periodo 1980 - 1998 7

Tabla 3. Niveles de Colesterol en la Sangre 8

Tabla 4. Diferentes grados de Hipercolesterolemia 8

Tabla 5. Condiciones de Fermentación utilizadas por Novak et al 1998 para la producción de lovastatina a
partir de Aspergillus terreus 15

Tabla 6. Medio de Cultivo para Aspergillus terreus optimizado por Szakács et al 1998 para la producción de
lovastatina 16

Tabla 7. Producción de lovastatina en cepas de Aspergillus terreus durante 7 y 14 días de fermentación
empleando harina de soya entera y desgrasada 16

Tabla 8. Influencia de la fuente de carbono en la producción de lovastatinaa 17

Tabla 9. Influencia de la fuente de nitrógeno en la producción de lovastatinaa 18

Tabla 10. Medio de cultivo utilizado por Casas (2005) para la producción de lovastatina a partir de
Aspergillus terreus 19

Tabla 11. Soluciones salinas saturadas para controlar la humedad relativa en sistemas cerrados a una
temperatura constante 24

Tabla 12. Medio de Cultivo utilizado en la fermentación sólida para la producción de lovastatina a partir de
Aspergillus terreus 26

Tabla 13. Composición de la solución A y B (determinación de Glucosamina) 27

Tabla 14. Componentes de la solución de DNS para la medición de azucares reductores 27

Tabla 15. Diseño factorial 32 utilizado para analizar la influencia de la humedad relativa y el sustrato
añadido para la producción de lovastatina a partir de Aspergillus terreus 29

Tabla 16. Composición próximal de los diferentes soportes utilizados para la fermentación en estado sólido
en la producción de lovastatina a partir de Aspergillus terreus 31

Tabla 17. Parámetros cinéticos de crecimiento de biomasa y producción de lovastatina de Aspergillus terreus
durante las cinéticas de fermentación sólida empleando los cinco diferentes soportes sólidos 39

iv



Figura 1. Estructura química de diferentes tipos de estatinas. 10

Figura 2. Producción de biomasa, consumo de glucosa y producción de Lovastatina a partir de Aspergillus
terreus por fermentación en medio liquido (Hajjajet al 2001) 12

Figura 3. Efecto de las velocidades de agitación y del suministro de aire y oxígeno en la producción de
lovastatina 20

Figura 4. Cinética de fermentación sólida utilizando salvadillo de trigo como soporte para la producción de
lovastatina; valores de glucosa multiplicados por 20 33

Figura 5. Cinética de fermentación sólida utilizando avena como soporte para la producción de lovastatina;
valores de glucosa multiplicados por 20 33

Figura 6. Cinética de fermentación sólida utilizando zacate como soporte para la producción de lovastatina;
valores de glucosa multiplicados por 20 34

Figura 7. Cinética de fermentación sólida utilizando pericarpio de maíz como soporte para la producción de
lovastatina, valores de glucosa multiplicados por 20 35

Figura 8. Cinética de fermentación sólida utilizando alfalfa como soporte para la producción de lovastatina;
valores de glucosa multiplicados por 20 36

Figura 9. Comparación de la producción de lovastatina utilizando los cinco diferentes soportes estudiados en la
fermentación sólida 3"

Figura 10. Comparación de la producción de biomasa utilizando los cinco diferentes soportes en la fermentación
sólida 38

Figura 11. Efecto de la humedad relativa en la producción de biomasa utilizando zacate como soporte en
fermentación sólida para la producción de lovastatina, 0 gr/lt de lactosa (línea azul), 20 gr/lt de lactosa (línea
verde), 40 gr/lt de lactosa (línea roja) 40

Figura 12. Efecto de la concentración de lactosa añadida en la producción de biomasa utilizando zacate como
soporte en fermentación sólida para la producción de lovastatina, 60 % de humedad relativa (línea azul), 70 % de
humedad relativa (línea verde), 80 % de humedad relativa (línea roja) 40

Figura 13. Efecto de la humedad relativa en la producción de lovastatina utilizando zacate como soporte en
fermentación sólida, 0 gr/lt de lactosa (línea azul), 20 gr/lt de lactosa (línea verde), 40 gr/lt (línea roja) 41

Figura 14. Efecto de la concentración de lactosa añadida en la producción de lovastatina utilizando zacate como
soporte en fermentación sólida, 60 % de humedad relativa (línea azul), 70 % de humedad relativa (línea verde), 80
% de humedad relativa (línea roja) 42

Figura 15. Producción de lovastatina a partir de Aspergillus terreus por fermentación líquida 43

Figura 16. Análisis de varianza entre la fermentación líquida y la fermentación sólida utilizando zacate como
soporte para la producción de lovastatina 43

V



HMG-CoA - Hidroxi metil glutaril CoA
LDL - Lipoproteínas de baja densidad
HDL - Lipoproteínas de alta densidad

VLDL - Lipoproteínas de muy baja densidad
Qg - Aeración

VT - Volumen total
rpm - Revoluciones por minuto

0.0. - Densidad óptica
DNS - ácido dinitro salicílico

mg - miligramos
dl - decilitro

CPK - Fosfoquinasa de creatina
C14 - Carbono catorce

MEA - Agar malta yema de huevo
CYA - Agar extracto de levadura - Czapec's

N - Agitación
vvm - volumen de aire por volumen de medio

PH/I - Peso húmedo por litro
nm - Nanometros

vi



En los últimos años las enfermedades cardiovasculares han alcanzado los primeros lugares de mortalidad en
nuestro país, siendo actualmente las de mayor riesgo las derivadas de la aterosclerosis, el cual es un proceso de
degeneración que va obstruyendo las paredes de las arterias por la acumulación progresiva de colesterol, y que a la
larga puede producir padecimientos como el infarto agudo del miocardio.

Una de las primeras formas de prevención son los tratamientos no farmacológicos, los cuales son la dieta y el
ejercicio, si este primer tratamiento no es efectivo, se requiere de un tratamiento farmacológico para combatir este
padecimiento; aunque en el mercado existen diversos fármacos para combatir el exceso de colesterol en la sangre, los
inhibidores de la Hidroximetilglutaril - coenzima A reductasa o estatinas han demostrado ha través de diversos estudios
ser los mas eficaces en la reducción del colesterol sanguíneo.

Entre estos fármacos la lovastatina es una estatina, la cual es un metabolito secundario producido por el hongo
Aspergillus terreus, siendo además precursora de dos estatinas semisinteticas; actualmente esta estatina es producida
por fermentación liquida en lote alimentado. En diversas investigaciones se ha investigado la manera de incrementar la
producción de este fármaco, ya sea optimizando el medio de cultivo o modificando las condiciones de operación. En
fechas recientes diversos grupos de investigación la han producido por fermentación en medio sólido, teniendo
rendimientos aceptables del fármaco.

Las fermentaciones sólidas tienen diversas características, entre ellas sobresalen dos, las cuales les da una
importancia para su uso en la producción de diversos metabolitos, la primera es Iña ventaja de que la transferencia de
masa no es una limitante en el transcurso de la fermentación, ya que en fermentaciones aerobias el oxigeno no tiene que
solubilizarse en agua en comparación a las fermentaciones liquidas, la segunda es el uso de desechos agroindustriales
como soportes de fermentación, lo que le da un valor agregado a este tipo de fermentaciones, ya que se le da una
utilidad a este tipo de desechos que generan un problema debido al la gran cantidad de toneladas que se generan.

Por lo tanto el objetivo de este trabajo fue el producir lovastatina a partir de Aspergillus terreus por fermentación
en medio sólido utilizando otros soportes de fermentación que no se hayan estudiado con anterioridad y analizar la
influencia de dos variables que puedan afectar a este tipo de fermentaciones.

Resumen



Existen evidencias contundentes de que en México se ha incrementado la incidencia de mortalidad por
enfermedades cardiovasculares. En las últimas décadas, la mortalidad por dichas enfermedades ha aumentado
progresivamente hasta alcanzar el primer lugar en varias zonas del país. El análisis de la situación de salud en México
muestra evidencias que indican la necesidad de conocer la distribución y frecuencia de las alteraciones lipoproteicas en
la población (Anónimo, Secretaria de Salud 1998).

Las enfermedades cardiovasculares más frecuentes y de mayor influencia en el índice de mortalidad son
principalmente las derivadas de la aterosclerosis, proceso crónico que se caracteriza por el depósito de colesterol y otras
sustancias en la pared de las arterias coronarias, cerebrales y otras (Cueto García, 1989).

Los inhibidores de la Hidroxímetilglutaril - Coenzima A (HMG - CoA) reductasa reducen la producción
endógena de colesterol debido a que inhiben la enzima limitante en el proceso de síntesis de colesterol hepático. Los
inhibidores de la HMG - CoA reductasa son los medicamentos más efectivos actualmente en el mercado debido a su
excelente tolerabilidad, eficacia y seguridad. Son muy efectivos en la reducción del colesterol - LDL y tienen pocos
efectos secundarios inmediatos. (Slater et al, 1988).

Las estatinas o inhibidores de la 3 - hidroxi, 3 - metilglutaril coenzima A, son los agentes hipolipemiantes de
mayor uso en la actualidad. Su eficacia ha sido demostrada en múltiples estudios clínicos, y dependiendo del tipo de
estatina usada y de su dosis, su eficacia en la reducción de colesterol - LDL va desde 13 hasta 61 %. A través de
múltiples estudios, las diferentes estatinas han demostrado ser muy seguras. Los efectos adversos, tales como daño
hepático y daño muscular, son de muy baja frecuencia y generalmente reversibles. (Castelli et al, 1986; Shepherd et al,
1995; Scandinavian Simvastatin Survival Study Group, 1994).

La lovastatina es un metabolito secundario producto de la fermentación del hongo Aspergillus terreas, la cual al
igual que otras estatinas inhibe la síntesis de colesterol ayudando a bajar los niveles de esta molécula en la sangre; el
modo de producción por el cual se produce actualmente es por fermentación liquida en lote alimentado; a su vez este
metabolito también es precursor para la obtención de otras dos estatinas semisintéticas, las cuales son simvastatina y
pravastatina. (Hajjaj et al, 2001).

La optimización en la producción de la lovastatina se ha estudiado en diferentes grupos de investigación, desde
la perspectiva de mejorar el medio de cultivo utilizado en la fermentación líquida (Szakács et al 1998), hasta el cambio en
el modo de operación para la obtención de este fármaco (Novak et al 1997), así como la investigación de diferentes
especies de hongos que puedan producir este metabolito (Su et al 2002).

Por otro lado el uso de fermentaciones sólidas para la producción de diferentes metabolitos se ha estudiado
como una alternativa para la producción de diversos productos, entre los que se encuentran ácidos orgánicos, enzimas,
antibióticos, entre otras sustancias; utilizando diversos desechos agroindustriales los cuales no se les da alguna utilidad,
o no son aprovechados al cien por ciento. En este campo la producción de lovastatina no ha quedado fuera,
reportándose en diversas investigaciones que el uso de desechos agroindustriales utilizados como soportes de
fermentación sólida ha producido la lovastatina en cantidades que pueden competir con los rendimientos obtenidos por
fermentación en medio líquido (Szakács et al 1998; Su et al 2002; Baños et al 2004).

Por lo tanto el objetivo de este trabajo fue el de probar diversos desechos agroindustriales que no se hayan aun
evaluado para la producción de lovastatina y comprobar si pueden ser una alternativa viable en la producción de esta
estatina, asi como observar el efecto que pudieran tener el contenido de humedad y la lactosa sobre la producción del
fármaco en uno de los soportes.
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2.1. Evolución de las Enfermedades Cardiovasculares en México

La distribución de las enfermedades cardiovasculares en el mundo depende fundamentalmente de dos grandes
factores: el nivel socioeconómico y el área geográfica. A lo largo de la historia, se ha observado que la evolución
socioeconómica de los países se acompaña de un cambio en la epidemiología de las enfermedades.

El incremento del nivel socioeconómico conlleva a la aplicación de mejores medidas higiénico-sanitarias,
nuevas formas de alimentación y cambios en el estilo de vida, con lo que disminuyen, e incluso desaparecen algunas
enfermedades, mientras que aumentan otras relacionadas con la nueva situación (Cueto García, 1989).

Las principales enfermedades causantes de muerte en la población mexicana han tenido modificaciones en el
curso del presente siglo. En 1922, la proporción de defunciones por enfermedades infecciosas y parasitarias fue de
32.4%, para 1930 se incremento a 47 % y a partir de ese año se inicio se descenso, para ser de 11.6 % en 1990. Por el
contrario, las proporciones en las enfermedades crónico - degenerativas fueron de 3.3 %, 4 % y 46.1 % para los mismos
años (Tabla 1) (Anónimo, Secretaría de Salud 1998).

La distribución de las principales causas de mortalidad general refleja la transición epidemiológica existente en
nuestro país, las enfermedades crónico - degenerativas ocupan ahora los primeros lugares, desplazando a los
problemas infecciosos; las enfermedades del corazón y los tumores malignos que en 1980 ocupaban el cuarto y quinto
lugares actualmente son la primera y segunda causa de muerte; mientras que la diabetes mellítus ha pasado del noveno
al tercer lugar.

En ese mismo estudio se puede observar el progreso de la mortalidad por enfermedades del corazón de 1980
a 1998 en el cual se ve claramente el progreso de estas mismas. Desde una tasa del 53.4 % del total de defunciones en
1980 hasta alcanzar una tasa del 71.1 % en 1998 (Tabla 2).

Se puede decir que en un 97 % de los estados que componen a la República Mexicana, las enfermedades del
corazón ocupan el primer lugar de mortalidad general según los datos proporcionados por la Secretaría de Salud. En
1998 las enfermedades del corazón fueron causa de muerte en el 15.4 % de las defunciones registradas. Su incidencia
es cada vez mayor dentro de las causas de mortalidad general. La tasa de mortalidad muestra una tendencia
ascendente con un incremento de 33.1 % respecto a 1980.



Tabla 1. Principales causas de mortalidad general en México, período 1980 -1998

CAUSA

Todas las causas

Enfermedades del corazón

Tumores malignos

Diabetes mellitus

Accidentes

Enfermedades del hígado

Enfermedades cerebrovasculares

Ciertas afecciones originadas en el
periodo perinatal

Influenza y neumonía

Agresiones (homicidios)

Desnutrición y otras deficiencias
nutrimentales

3EN NUMERO TASA ORDEN NUMERO TASA

4

5

9

1

8

7

6

3

10

15

434,465

35,866

26, 427

14, 626

48, 098

14,883

15,215

26, 399

38, 318

12,225

3,798

646.9

53.4

39.4

21.8

71.6

39.3

22.7

57. 1

22.2

8.2

5.6

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

444,665

68, 677

52, 670

41,832

35,517

27,211

25, 050

19,879

15,026

13,656

10,492

460.1

71. 1

54.5

43.3

36.7

28.2

25.9

20.6

15.5

14. 1

10.9

(Secretaría de Salud 1998)



Tabla 2. Defunciones por Enfermedades del Corazón en México, período 1980 -1998

Año
1980
1981

1982

1983
1984

1985
1986
1987
1988
1989
1990

1991
1992

1993
1994

1995
1996
1997
1998

Numero
35,866

36,300

35,875
37,321
38,703
41,321
40,607

42,520
47,905
50,980
52,999
54,149
55,606
58,442
60,773

63,609
65,603
68,040
68,677

Tasal/
53.4
52.7

50.9
51.7
52.4
54.6
52.5

53.8
59.5
62.0
63.5

63.6
64.1

66.1
67.5

69.1
70.1
71.5
71.1

Peso Relativo % 2 /
8.3
8.6
8.7

9.0
9.4
10.0
10.1
10.4

11.6
12.0
12.5
13.2
13.6

14.0
14.5
14.8
15.0
15.4
15.4

Hombres
18,157
18,273
18,275

18,749
19,502
20,746
20,162

21,336
24,332
25,474
26,619
27,367
28,221

29,410
30,518
31,927
33,037
34,409
34,639

Mujeres
17,604

17,896
17,482

18,451
19,030
20,346
20,231
21,010

23,449
25,363
26,284

26,720
27,360

29,008
30,246
31,673

32,561
33,625
34,029

1 / Por 100,000 habitantes, estimada en base a las proyecciones de población
elaborada por el Centro de Estudios en Población y Salud.

2 / Respecto al total de las defunciones.
3 / No incluye la disritmia cardiaca.

(Secretaría de Salud 1998)



2.2. Hipercolesterolemia

El colesterol es un lípido indispensable en el metabolismo, ya que se requiere para la síntesis de membranas y
como precursor en la biosintesis de hormonas esteroidales; así como para la síntesis de ácidos biliares.

El colesterol circulante procede de dos fuentes: endógena y exógena. La fuente endógena la constituye la
biosintesis del colesterol en hígado, donde se metabolizan aproximadamente 800 mg/día de colesterol. La fuente
exógena es aportada por el colesterol procedente de la dieta. Se describen a continuación algunos conceptos de los
niveles normales de colesterol así como los niveles de riesgo. (Cueto García, 1989) (Tabla 3).

Tabla 3. Niveles de Colesterol en la Sangre

Niveles Colesterol (mg/dl) LDL - C (mg/dl)

Deseables

En los Limites

Altos

<200

200 - 239

240

<300

130-159

>160
(Cueto García, 1989}

La Hipercolesterolemia se puede dividir en tres fases: leve, moderada y severa, en cada una de estas fases se
toman de referencia valores de análisis de la concentración de colesterol en sangre (Tabla 4) (Cueto García, 1989), para
que en base a ellos se de un tratamiento adecuado, para evitar el daño posterior del paciente.

Tabla 4. Diferentes grados de Hipercolesterolemia

valores ^ Fase Leve Moderada Severa
de Análisis

Colesterol

Colesterol - LDL

200 -250 mg/dl

135 -175 mg/dl

250 - 300 mg / di

175 -215 mg/dl

> 300 mg / di

> 215 mg/dl

(Cueto García, 1989)

Las dietas desequilibradas, que contienen grandes cantidades de grasas animales, hacen que en sangre sea
transportada mayor cantidad de colesterol con el consiguiente riesgo de su depósito en el interior de las arterias. Existe
una clara correlación entre el tipo de alimentación de un país y el número de muertes por infarto al miocardio, de tal
manera que cuantas más grasas animales se consumen más fallecimientos se producen prematuramente por infarto. El
consumo de alcohol o de un exceso de calorías hace que el organismo consuma primero otro tipo de nutrientes, con lo
que el colesterol no es degradado y se acumula (McGill, 1979).



2.3. Tratamiento de la Hipercolesterolemia

La primera etapa en el tratamiento de la hipercolesterolemia es prestar atención a la dieta. En todos los
pacientes se debe comprobar en primer lugar el peso y, si éste excede de la normalidad, hay que disminuirlo instaurando
una dieta con menos calorías. Esta dieta no deberá contener más de 300 mg de colesterol al día, será pobre en grasas
animales sustituyéndolas por aceites vegetales, preferentemente de oliva, pescado e hidratos de carbono. El aumento de
la actividad física es frecuentemente una ayuda útil a la dieta instaurada.

El efecto máximo de este régimen se observa en un período de tres meses tras la estabilización del peso
corporal. Si se observa que los niveles de colesterol no bajan en una proporción considerable para tener la seguridad
que a base de dietas y ejercicio se pueda frenar el riesgo de una enfermedad más grave es recomendable que se inicie
el tratamiento farmacológico, teniendo en cuenta que el médico debe de realizar un examen exhaustivo para dar el mejor
tratamiento (Cordón et al, 1982).

El tratamiento farmacológico deberá añadirse al tratamiento dietético cuando las cifras de colesterol-LDL se
mantengan por encima de 190 mg/dL o mayor de 160 mg/dL en presencia de dos o más factores de riesgo, después de
tres meses de tratamiento dietético. La decisión de comenzar un tratamiento farmacológico debe tomarse con cuidado
puesto que habitualmente compromete al individuo a un tratamiento de por vida. (Kane et al, 1982).

Hoy en día, el panorama del tratamiento de la hipercolesterolemia se ha modificado notablemente con la
aparición de fármacos nuevos, seguros y que logran, solos o en combinación con medicamentos tradicionales, las
reducciones requeridas como metas de tratamiento.

2.4. Inhibidores de la Biosíntesis del Colesterol: Estatinas

Los inhibidores de la HMG-CoA reductasa; como son los fármacos: lovastatina, simvastatina, pravastatina,
fluvastatina y atorvastatina (Figura 1), inhiben la etapa limitadora de la biosíntesis hepática del colesterol (la conversión
de HMG-CoA en mevalonato), lo que causa una elevación de los niveles de receptores de LDL en los hepatocitos y
facilita la depuración de la circulación del colesterol-LDL en los hepatocitos y también la del colesterol-LDL mediada por
receptor. A las dosis habituales, los inhibidores de la HMG-CoA reductasa disminuyen el colesterol total en un 20-30 % y
el colesterol LDL en un 25 a 40%. Con dosis superiores se pueden lograr reducciones mayores. El tratamiento con
inhibidores de la reductasa a menudo disminuye los triglicéridos un 10 a 20%, posiblemente por una disminución de la
secreción hepática de VLDL. Los niveles de colesterol-HDL se elevan un 5 a 10% aproximadamente. En comparación
con otros hipolipemiantes, los inhibidores de la HMG-CoA reductasa están relativamente desprovistos de efectos
secundarios que se describen en menos del 5% de los pacientes. Con todos ellos suceden, a dosis máximas,
elevaciones de las enzimas hepáticas, pero sólo el 2% de los pacientes sufren elevaciones de las transaminasas séricas
superiores a tres veces el límite superior de la normalidad. Cuando se producen incrementos de esta magnitud debe
suspenderse el tratamiento. Un efecto adverso raro, pero potencialmente grave, de los inhibidores de la HMG-CoA
reductasa, es la miopatía, con elevaciones de la fosfoquinasa de creatina (CPK) superiores a 10 veces el límite superior
de lo normal, se da exclusivamente en menos del 1% de los pacientes tratados con inhibidores de la reductasa pero es
más frecuente (aproximadamente el 5%) cuando se emplean combinados con gemfibrozilo, niacina o ciclosporina (Endo,
1992).

Las estatinas disminuyen el colesterol de la sangre que tiende a depositarse, pero también remueven el que
está acumulado (reducción de la placa), estabilizan la placa y disminuyen el riesgo de ruptura, atenúan el proceso
inflamatorio, aminoran la fibrosis o cicatrización y bloquean la acumulación de las plaquetas. Todos esos efectos atacan
la aterosclerosis y la obstrucción arterial desde varios ángulos. Por ello son drogas eficientes que han modificado
sustancialmente el escenario de la enfermedad cardiovascular (Grundy, 1988).



2.5. Características Estructurales de las Estatinas.

Aunque existen otras tres estatinas en el mercado, estas se producen sintéticamente y no derivan de la
lovastatina, por lo que sus estructuras difieren significativamente con respecto a la lovastatina y a las otras dos estatinas
semi - sintéticas. Entre sus diferencias se puede citar la ausencia del anillo de lactona entre las estatinas sintéticas y las
semi-sintéticas, entre la lovastatina y las estatinas semi-sintéticas difieren en un grupo metilo en el caso de la
simvastatina y la apertura del anillo de lactona en el caso de la pravastatina. (Diccionario de especialidades
farmacéuticas, 1999)

LOVASTATINA
SIMVASTATINA

PRAVASTATINA

ATORVASTATINA
FLUVASTATINA

Ch^OCH,

CERIVASTATINA

Figura 1. Estructura química de diferentes tipos de estatinas

2.6. Mecanismo de Acción de la Lovastatina.

La lovastatina estuvo disponible en el mercado inicialmente en Estados Unidos, en 1987, siendo autorizada ese
mismo año por la FDA (Food and Drug Administration) y desde entonces se realizaron numerosos estudios que definen
un buen perfil de seguridad y eficacia.

La lovastatina disminuye el colesterol del plasma por dos mecanismos: inhibición competitiva de la HMG - CoA
reductasa y aumento del catabolismo de lipoproteínas en el hígado. El efecto hipocolesterolemiante de la lovastatina se
acompaña de aumento en el número de receptores para las lipoproteínas de baja densidad (LDL). Después de su
absorción intestinal, la lovastatina se convierte rápidamente por hidrólisis en hidroxiácido abierto que es el compuesto
activo (Figura 8). Los principales metabolitos activos de la lovastatina, que se encuentran en el plasma humano, son su
(3-hidroxiácido y los derivados 6'- hidroxi - 6'hidroximetil - y 6'- exometilén. En el hombre después de la administración
oral de lovastatina marcada con carbono 14 (C14), 10% de la dosis fue excretada en orina y 83 % en las heces. Esta
última fracción representa el medicamento absorbido excretado con la bilis, más el fármaco no absorbido.
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Se conoce también que el 95 % de la lovastatina y su (3 - hidroxiácido se unen a las proteínas plasmáticas
humanas. Los estudios en animales demostraron que la lovastatina atraviesa las barreras hematoencefálica y
placentería; además, produce disminución del colesterol biliar y administrada por tiempo prolongado incrementa la
síntesis hepática de colesterol total (Tobert, 1988).

Las dosis terapéuticas de las estatinas utilizadas son: Lovastatina (Mevacor® de laboratorios Merck Sharp and
Dohme), 10 - 80 mg / día; Pravastatina (Pravacol® de laboratorios Bristol - Myers Squibb), 10 - 40 mg / día;
Simvastatina (Zocor® de laboratorios Merck - Sharp and Dohme), 5 - 40 mg / día; Fluvastatina (Lescol® de laboratorios
Novartis), 20 - 40 mg / día y Atorvastatina (Lipitor® de laboratorios Warner Lambert), 10 - 80 mg / día. Existía en el
mercado también Cerivastatina (Baycol® de laboratorios Bayer) en la presentación de 4 mg.

2.7. Producción de Estatinas por Fermentación

Desde el descubrimiento por Endo et al 1976 de un metabolito micótico de alta funcionalidad, al que se llamó
compactina y más tarde mevastatina, se inicio la búsqueda de un inhibidor de la síntesis de colesterol que actuara como
freno de la enzima limitante, reductasa de HMG - CoA. La ventaja de detener la síntesis de colesterol en este sitio es la
de hacerlo sin la producción de metabolitos potencialmente tóxicos.

La investigación en este campo llevo al descubrimiento de un metabolito de Aspergillus terreas llamado
inicialmente mevinolin y posteriormente lovastatina; después se desarrolló un derivado semisíntético que se denominó
Simvastatina (Stapley et al, 1980).

Aunque existen otros microorganismos productores de este metabolito como son algunos del género
Penicillium y Monascus (Endo et al. 1976; Brown et. al 1978; Negishi et al 1986), el hongo productor que se ha
demostrado en distintas investigaciones que es el mayor productor de lovastatina es Aspergillus terreas, (Endo et al
1976; Szakács et al 1998; Su et al 2002) siendo este el utilizado en la mayoría de los trabajos científicos a nivel
internacional.

2.7.1. Características de Aspergillus ferreos.

Aspergillus ferreos es un hongo que tiene las siguientes características:

* Morfología macroscópica: forma colonias de 30 a 45 mm después de 7 días de incubación a 25
°C en medio agar extracto de levadura - Czapec's (CYA); presentando colonias color café canela, café - naranja o
caramelo. Colonias en agar malta yema de huevo (MEA) de 29 a 39 mm de diámetro; colonias canela a rojo grisáceas;
inversamente de amarillas a rojo amarillentas ausente de exudado, ausente de pigmento soluble y amarillo (Deanna et al
1998).

* Morfología microscópica: presenta un tallo de entre 100 - 280 (am de longitud, liso hialinado,
Vesículas 11 - 15 (.im de ancho, en forma piriforme a subglobosa. Presentan conidias de 1.6 - 2.5 ^m de longitud de
forma globosa a subglobosa, de pared lisa. Ocasionalmente Aspergillus ferreos es reportado como patógeno para los
humanos ya que puede ocasionar aspergillosis; debido a la cantidad de conidias que presenta (Pontón et al 2000)
(Deanna et al 1998).

et al 2004).
* Metabólicas: presenta características proteolíticas, sacarolíticas amilolíticas y fibrolíticas (Graybill



2.7.2. Producción de lovastatina a partir de Aspergillus terreus por fermentación líquida.

Aunque Aspergillus terreus es reportado como patógeno para el hombre (Pontón et al 2000), lo que
interesa de este hongo, es un producto de fermentación que genera, la lovastatina, que es una estatina que como ya se
menciono inhibe la síntesis de colesterol ayudando así a bajar los niveles de esta molécula en sangre y por lo tanto a
prevenir enfermedades del corazón como son las cardiopatias isquémicas o el infarto agudo del miocardio.

Esta estatina se genera en la fase estacionaria del crecimiento del hongo comportándose como el
típico metabolito secundario (Hajjaj et al, 2001) (Figura 2). Como puede observarse la lovastatina empieza a generarse
alrededor de las 40 horas de iniciada la fermentación teniendo una producción ascendente a partiir de las 75 horas de la
fermentación coincidiendo con el inicio de la fase estacionaria del crecimiento del microorganismo.

En cuanto a las fuentes de carbono, la glucosa es metabolizada por el hongo hasta consumirla en su
totalidad a las 50 horas comenzando a este tiempo a ocupar a la lactosa como fuente de carbono siendo esto un ejemplo
de regulación catabólica ya que al acabarse la fuente principal en este caso la glucosa el microorganismo crea las
enzimas necesarias para metabolizar otras fuentes de carbono distintas a la glucosa.

« * *
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Figura 2. Producción de biomasa, consumo de glucosa y producción de Lovastatina a partir de Aspergillus
terreus por fermentación en medio liquido (Hajjaj et al 2001)

A su vez este metabolito secundario sirve como materia prima para la obtención de otras dos formas
de estatinas que por modificaciones químicas en su estructura se obtienen; teniendo la misma función de inhibir la etapa
limitadora de la biosíntesis de colesterol. Estas dos formas de estatinas se conocen comercialmente en el mercado como
Zocor y Pravacol, que tienen como nombres genéricos Simvastatina y Pravastatina respectivamente.

Por estas razones en distintos grupos de investigación se ha estudiado la manera de incrementar la
producción de lovastatina, ya que es un fármaco que tiene una demanda considerable por el grupo de personas que
presentan los padecimientos antes mencionados.



2.7.3. Metabolismo secundario y crecimiento microbiano. (Demain et al 1999)

Los metabolitos secundarios son compuestos complejos en sus estructuras químicas producidos por
diversas cepas de diferentes especies de microorganismos y algunas plantas. Estos compuestos no son producidos
durante la fase exponencial de crecimiento como los metabolitos primarios que están fuertemente relacionados al
crecimiento del microorganismo (aminoácidos, nucleótidos, lipidos y carbohidratos); una de las características del
metabolismo secundario es que estos no son producidos durante la fase de rápido crecimiento (trofofase), pero si
sintetizados durante la fase siguiente (idiofase). La producción de un metabolito secundario empieza cuando hay una
limitación por el consumo de una fuente de algún nutriente: carbono, nitrógeno o fosfato. Entre sus características se
encuentran:

* No son necesarios para el crecimiento del microorganismo que los produce. En estado natural, sus funciones
están relacionadas a la supervivencia de la especie, pero cuando los microorganismos que los producen se desarrollan
en cultivo puro los metabolitos secundarios no desempeñan esa misión.

* Generalmente se producen como mezclas de productos muy relacionados químicamente entre sí.

* Cada uno de estos productos es producido por un grupo muy reducido de organismos.

* La producción puede perderse fácilmente por mutación espontánea (degeneración de la raza), por lo que son
muy importantes las técnicas de conservación de estos microorganismos.

De todos los productos tradicionales obtenidos por fermentación, los más importantes para la salud humana
son los metabolitos secundarios. Donde se incluyen, además de los antibióticos, ciertas toxinas (micotoxinas), alcaloides
(ácido lisérgico), factores de crecimiento vegetal (giberelinas) y pigmentos.

2.7.3.1. Relación entre trofofase - idiofase. (Demain et al 1999)

En el metabolismo secundario la fase de crecimiento se denomina trofofase, siendo la fase de
crecimiento logarítmico donde normalmente se producen los metabolitos primarios, e idíofase, fase estacionaria donde
normalmente se producen los metabolitos secundarios. Aunque es una simplificación pensar sólo en dos fases, esta
simplificación nos permite comprender mejor la fermentación industrial de los metabolitos secundarios. Es decir, si se
quiere producir un metabolito secundario primero se debe asegurar las condiciones apropiadas durante la trofofase para
un buen crecimiento microbiano y enseguida, se deben alterar esas condiciones en el momento adecuado para asegurar
una excelente producción del metabolito secundario.

Esta alteración de las condiciones durante el transcurso de la fermentación en la formación de
metabolitos secundarios es uno de los principales mecanismos mediante el cual los microorganismos productores de
antibióticos evitan el suicidio, puesto que al comienzo de la fase logarítmica de crecimiento son sensibles a su propio
antibiótico, para posteriormente, durante la idiofase, volverse resistentes al antibiótico que están produciendo (Stanbury
et al 1995).

Los factores que ponen en marcha la producción de metabolitos secundarios al final de la trofofase
no se conocen; únicamente se sabe que este mecanismo se dispara normalmente cuando algún nutriente del medio se
ha agotado. En algunas ocasiones el nutriente responsable es una fuente de Carbono, en otras, sin embargo es el
Nitrógeno o el Fósforo.

La explicación puede ser que al faltar nutrientes se alteren los metabolitos primarios y se originen
inductores de los enzimas encargados de la síntesis de los metabolitos secundarios. Otra explicación puede ser que al
faltar la fuente de Carbono cesa la represión por catabolito, sintetizándose a partir de este momento las enzimas
necesarias para la biosíntesis de estos metabolitos secundarios (Stanbury et al 1995).

Cualquiera que sea el mecanismo general por el que se dispara el metabolismo secundario al final de
la trofofase, es un hecho que en este punto hay unos cambios muy fuertes en la composición enzimática de las células,
apareciendo los enzimas que están específicamente relacionadas con la formación de metabolitos secundarios. Sin
embargo, e independientemente de este aspecto general del metabolismo secundario, se ha puesto de manifiesto la



existencia de sistemas de regulación que juegan un papel importante en la síntesis de determinados productos
industriales. (Demain et al 1999).

2.7.3.2. Efecto de los precursores.

Las manipulaciones, tanto del medio de cultivo como de las condiciones ambientales que se llevan a
cabo durante el screening secundario de una forma sistemática, incluyen la adición de centenares de aditivos en los
medios de cultivo que puedan actuar como posibles precursores del producto que se esta investigando. Ocasionalmente
se encuentra un precursor que incrementa de forma notable la producción de este metabolito secundario. El precursor
puede incluso dirigir la síntesis de un determinado producto de entre varios que se producían anteriormente; es lo que se
conoce como biosíntesis dirigida (Stanbury et al 1995).

2.7.3.3. Inducción enzimática.

La inducción también juega un papel muy importante en determinar la relación entre los componentes
de la mezcla que se produce en una fermentación. Por ejemplo, en la fermentación para la producción de estreptomicina
se produce estreptomicina y manósido estreptomicina. La conversión de manósido estreptomicina en estreptomicina se
cataliza mediante el enzima a-D-manosidasa que es inducido por mañano (Demain et al 1999).

2.7.3.4. Regulación por retroalimentación.

La regulación por retroalimentación también parece jugar un papel fundamental en el metabolismo
secundario. Por ejemplo, el cloranfenicol al igual que la cícloheximida, penicilina y otros antibióticos limitan su propia
producción actuando por retroalimentación generalmente sobre la primera enzima de la ramificación que conduce a la
síntesis de este metabolíto.

Otro camino mediante el cual actúa la regulación por retroalimentación en la formación de metabolitos
secundarios implica la inhibición y la represión de las fosfatasas por fosfato. Muchas fermentaciones se inhiben por
ortofosfato (HsPOí) a concentraciones (>10 mM) que no son inhibidoras para el crecimiento. En algunos casos se explica
ya que los intermediarios de la ruta metabólica del producto que nos interesa están fosforilados, aunque el producto final
no lo esté. Las fosfatasas actuarían en estos intermediarios.

Un ejemplo lo tenemos en la biosíntesis de estreptomicina donde actúan varias fosfatasas en la
formación de estreptidina y en el último paso, desfosforilación de la estreptomicina fosfato, donde el enzima que cataliza
esta reacción también está inhibida por el fosfato inorgánico (Stanbury et al 1995).

2.7.3.5. Regulación catabólica.

Los mecanismos moleculares de la regulación catabólica se esclarecieron en la década de los 70.
Hoy sabemos que la regulación catabólica está mediada por el nivel intracelular de un nucleótido especial, el
monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), cuyo nivel intracelular es inverso a la concentración de glucosa en el medio de
cultivo. Mientras existe glucosa en el medio de cultivo el nivel intracelular de AMPc es sumamente reducido, debido a
que la glucosa inhibe la actividad adenilciclasa, enzima que interviene en la síntesis de AMPc. Cuando la glucosa del
medio se agota, la concentración intracelular de AMPc aumenta rápidamente. El AMPc sintetizado forma un complejo
con una proteína existente en la célula, denominada "proteína receptora de AMPc". Este complejo de proteína receptora
y AMPc actúa sobre el gen promotor al objeto de inducir la síntesis de los enzimas necesarios para la utilización de otras
fuentes de carbono distintas a la glucosa. La glucosa inhibe gran cantidad de metabolitos secundarios (Demain et al
1999).
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2.7.4. Producción de lovastatina por fermentación liquida a partir de Aspergillus ferreos.

Novak et al 1997, incrementaron la producción de lovastatina utilizando un proceso de fermentación
liquida por lote alimentado en serie; a su vez demostraron la influencia del oxígeno disuelto en el transcurso de la
fermentación (las condiciones de fermentación, así como el medio de cultivo se muestran en la tabla 5).

Uno de los problemas en las fermentaciones líquidas es la poca solubilidad del oxígeno en el agua,
ocasionando problemas de transferencia de masa en fermentaciones aerobias. Utilizando un fermentador de 15 litros así
como trabajando a diversos valores de agitación y aeración ellos logran obtener 2200 mg/l de lovastatina durante 400
horas de fermentación incrementando el rendimiento en un 37% en comparación al proceso de fermentación por lote
reportado por Buckland et al 1989.

Tabla 5. Condiciones de Fermentación utilizadas por Novak et al 1998 para la producción de
lovastatina a partir de Aspergillus terreus

Condiciones de Fermentación; Novak et al 1997

Volumen Total (Vi)

Agitación (N)

Aeración (Qg)

PH

Temperatura

15 It

400 - 700 rpm

0.7-1.5wm

6.8

30 °C

Medio de Cultivo: Glucosa, 100 g/l; Licor de Maíz, 20 g PH/I; Pasta de Tomate, 5 g PH/I;
Levadura de Cerveza, 20 g PH/I.

(Novak et al 1998)

Szakács et al 1998 trabajaron con 68 cepas de Aspergillus terreus con el propósito de observar
cuales de estas cepas eran las que tenían mayor producción de lovastatina. Una vez que aislaron las cepas que mejor
rendimientos les dio, optimizaron el medio de cultivo probando distintas fuentes de carbono, nitrógeno (orgánico e
inorgánico) y concentración de fosfato; asi como las concentraciones de las variables estudiadas (Tabla 6), obteniendo una
concentración de lovastatina de 378 (jg/ml para la cepa TUB F-514, que fue la de mayor producción del metabolito.

Ellos trabajaron con distintas fuentes de carbono, aunque no emplearon ningún azúcar monomérico
sino azúcares más complejos (lactosa, harina de maíz y sacarosa). Este trabajo indicó que la lactosa fue una fuente de
carbono necesaria para la producción. Por otro lado realizaron fermentaciones sólidas para observar la producción de
lovastatina, siendo este el primer trabajo reportado como una alternativa del uso de fermentación sólida para la producción
de este fármaco.

Manzoni et al 1999 realizaron al igual que Szakács et al 1998 una selección de cepas para observar
cual de estas tenía una mayor producción de lovastatina, se utilizaron 7 cepas de Aspergillus terreus, y 14 cepas del género
Monascus, de éstas se encontró que 4 de 7 cepas de Aspergillus terreus presentaron una producción entre 116 a 235 mg/lt
de lovastatina, no así las cepas del genero Monascus que llegaron a tener producciones menores a 20 mg/lt a excepción
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de Monascus paxii AM12M la cual dio una producción de 72 mg/lt; corroborando con esto que Aspergillus terreus es la
especie que tiene mas potencial para producir lovastatina.

Por otro lado quisieron estudiar la influencia del contenido lipídico en la fuente de nitrógeno orgánico,
ellos utilizaron harina de soya entera y desgrasada y observaron una diferencia en el incremento de las concentraciones de
lovastatina, lo que indica que los lípidos presentes en la fuente de nitrógeno orgánico tienen una influencia en la
disponibilidad de la fuente para que el microorganismo pueda ocuparla en la biosíntesis de lovastatina (Tabla 7). Esto
podría incrementar los valores de lovastatina reportados por Szakács et al 1998 ya que en la optimización del medio de
cultivo, la fuente de nitrógeno que fue harina de cañóla, era integral.

Tabla 6. Medio de Cultivo para Aspergillus terreus optimizado por Szakács et al 1998 para la
producción de lovastatina

Ingrediente Concentración % (p / v)

Lactosa

Harina de Cañóla

KN03

KH2P04

traza
déla

4

0.3

0.2

0.3

Ingredientes adicionales: 0.05% MgS04 • 7H20, 0.05% NaCI. 0.05% solución de
(MnS04, 1.6 g/l; ZnSCV 7H20, 3.4 g/l; CoChr 6H20, 2.0 g/l; FeS04- 7H20, 5.0 g/l)
esterilización) 6.5.

elementos
pH (antes

(Szakács et al 1998)

Tabla 7. Producción de lovastatina en cepas de Aspergillus terreus durante 7 y 14 días de
fermentación empleando harina de soya entera y desgrasada

Lovastatina (mg / It)

Harina de Soya Entera Harina de Soya Desgrasada

7 días 14 días 7 días 14 días

9
20
17
15
18
14

10
37
54
43
28
62

3
3
102
47
88
128

4
5
135
122
116
235

(Manzonietal 1999)



Hajjaj et al 2001 estudiaron la influencia de distintas fuentes de carbono y nitrógeno (Tabla 8 y 9) en
la producción de lovastatina ellos probaron cuatro fuentes de carbono y la combinación de tres con la glucosa. Por un
lado ellos observaron que la suplementación del medio de cultivo con lactosa y glucosa incrementó la producción de
lovastatina, sin embargo la lactosa solo la ocupa parcialmente, ya que como se puede observar en la tabla 9 la
concentración de lactosa residual fue mayor al 50 %.

Cuando se combinaron la lactosa y la glucosa, en las cinéticas de fermentación se observo que
Aspergillus terreas utilizo a la glucosa como su principal fuente de carbono, ya que a concentraciones de entre 20 y 45
gr/lt la producción de lovastatina fue alta, no así a concentraciones arriba de 45 gr/lt en donde se observó que existió una
disminución en la producción de lovastatina, donde indican que existió una represión catabólica.

El incremento en la concentración de lovastatina por la combinación de lactosa y glucosa se puede
deber a que el microorganismo degrada la glucosa en un principio y al tener las enzimas necesarias puede utilizar la
lactosa, sin embargo se puede pensar que no la puede utilizar en su totalidad debido a que como se encuentra en su
fase estacionaria, se pueden encontrar sustancias tóxicas que impiden que se siga formando lovastatina, esto puede
explicar los valores tan altos reportados por Novak (1997). Este estudio fue realizado por lote y la recirculación que utiliza
Novak pudo favorecer a que no se formara un ambiente tóxico para el microorganismo.

Por otro lado observaron que fuentes de nitrógeno inorgánico y nitrato (Tabla 9) como sales de
amonio afectan negativamente la producción del fármaco, obteniéndose valores debajo de 1 mg/lt. No así la utilización
de aminoácidos como fuente de nitrógeno en los que la producción de lovastatina se incrementa a valores por arriba de
35 mg/lt, cabe mencionar que la influencia de la fuente de nitrógeno se hizo en presencia de glucosa como única fuente
de carbono.

Tabla 8. Influencia de la fuente de carbono en la producción de lovastatina3

Fuente de Fuente de . . . _. .. . i -,,__*_i;,,_
Fuentes de Carbono Carbono inicial Carbono residual ^tí°,G " ]a™° L°*aS*t ""

(gr/lt) (gr/lt) residual (gr/lt) (mg/|t)

Glucosa

Glucosa

Glucosa

Lactosa

Glicerol

Etanol

Lactosa + Glucosa

Glicerol + Glucosa

Etanol + Glucosa

20

45

70

45

20

20

20 y 20

20 y 20

20 y 20

0

0

0

6.3

0.3

8.1

11.3yO

0.3 y 0

12.2 y 0

0

0.4

2.5

0

0.2

4.4

0.4

1.4

0.3

37

35

<2

25

6

4

54

33

14

a Después de un cultivo durante 160 horas en un medio químico definido con ácido glutámico como
fuente de nitrógeno (9.8 gr/lt).

(Hajjaj et al 2001)



Tabla 9. Influencia de la fuente de nitrógeno en la producción de lovastatina3

r- . , .... , Concentración Concentración Glucosa residual , , . . . - , m>Fuente de Nitrógeno |njda| (gr/|t) Res¡dua| (gr/|t) (gr/|t) Lovastatma (mg/it)

Tartrato di-amonio

Nitrato de amonio

Acetato de amonio

Nitrato de Sodio

Urea

Glutamato de Sodio

Glutamato de Sodio

Glutamato de Sodio

Histidina

Glicina

Arginina

Isoleucina

13.7

4

11

4

4.5

7

12.5

18

12.5

12.5

12.5

12.5

•

-

-

•

-

0.1

0.4

6.5

6.0

0.0

7.0

2.0

0

0

2.5

0

0

0

0

0

0

0

0

0

<1

<1

<1

<1

<1

25

47

39

46

17

1.5

<1

a Después de un cultivo durante 140 horas en un medio químico definido con glucosa como fuente
de carbono (45 gr/lt)

(Hajjajetal2001)

Casas López et al 2005 estudiaron la morfología así como la reología del sistema de fermentación en
la producción de lovastatina en cultivos de Aspergillus terreus.

Se sabe que el crecimiento morfológico específico depende de ciertas condiciones entre las que se
encuentra el tipo de cepa, el método de iniciación del cultivo (esporas, micelio, pellets), la naturaleza del medio y el
régimen hidrodinámico del bioreactor (Metz et al 1977; Metz et al 1979; van Suijdam 1981).

En cultivo sumergido Aspergillus terreus crece en una variedad de morfologías, variando entre micelio
disperso a pellets; en la minoría de los casos el crecimiento con pellets ha dado rendimientos altos de lovastatina. Sin
embargo el micelio disperso metaboliza rápidamente los sustratos incrementando la viscosidad provocando que la
transferencia de oxígeno sea un problema ocasionando con esto valores bajos de lovastatina.



Muchas publicaciones reportan el efecto de las fuerzas mecánicas en la morfología fúngica, así como
en la productividad del producto de interés (Moo-Young et al 1988; Li et al 2000).

Basándose en esto Casas et al 2005 trabajaron con la cepa Asperg'illus ferreos ATCC 20542 en
termentadores de 5 litros, con cuatro baffles y dos turbinas tipo Rushton con el objetivo de estudiar la reología del
sistema, trabajando con tres valores de agitación (300, 600 y 800 rpm) y probaron aire y oxígeno para observar la
influencia de la aeración a 1 vvm en el sistema. El medio de cultivo que utilizaron se muestra en la tabla 10.

Tabla 10. Medio de cultivo utilizado por Casas (2005) para la producción de lovastatina a partir
de Aspergillus terreus

Ingrediente

Lactosa

Harina de soya

KH2P04

NaCI

MgS04.7H20

ZnS04.H20

Fe(N03)3.9H20

Biotina

Elementos Traza

Concentración (gr/lt)

114.26

5.41

0.8

0.4

0.52

0.001

0.002

0.00004

1ml

Composición de elementos traza en un litro de solución: Na2B407.10H20, 100 mg;
MnCl2.4H20, 50 mg; Na2Mo04.2H20, 50 mg y CuS04.5H20, 250 mg.

(Casas et al 2005)

Ellos observaron que la velocidad de agitación afectó la producción de lovastatina aunque no así la
concentración de biomasa, los valores de lovastatina más altos los obtuvieron en velocidades de agitación de 300 y 600
rpm en fermentaciones enriquecidas con oxígeno, esto sugiere que la transferencia de oxígeno entre estos valores de
agitación no es una limitante en la síntesis de lovastatina, no así a velocidades mayores de 600, en donde la producción
del metabolito no alcanzo los valores obtenidos entre 300 y 600 rpm. Así mismo el enriquecer con oxígeno puro las
fermentaciones incrementa los valores de lovastatina comparado con la fermentación en la que se suministra aire (Figura
3).

1°;
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Figura 3. Efecto de las velocidades de agitación y del suministro de aire y oxígeno en la producción de
lovastatina

El proceso industrial para la producción de lovastatina se lleva a cabo desde 1980 usando una cepa
de Aspergillus terreas (Mevacor, Merck). Para que este proceso se llevara a una escala industrial se involucró el análisis
de diferentes parámetros de la fermentación como son la homogeneidad del cultivo, el efecto de varias fuentes de
carbono, pH, aireación, y el diseño del agitador.

Las primeras investigaciones se centraron en el control del pH, en el uso de diferentes fuentes de
carbono, y en el aislamiento de cepas que tuvieran una producción más alta de lovastatina, todo esto ayudo a
incrementar los rendimientos con respecto a la productividad inicial de lovastatina.

El escalamiento del proceso de un fermentador de 800 litros a uno de 19 000 litros reveló que la
transferencia de oxigeno era un serio factor limitante en la productividad de la lovastatina, relacionado con la alta
viscosidad en el caldo de fermentación. Esta limitante se ha sobrepasado debido al uso de impulsores que han
incrementado la hidrodinámica del sistema y reducido el requerimiento de energía en la potencia no gaseada (Buckland
et al 1989).

Actualmente el proceso se lleva a cabo por fermentación en lote alimentado; por laboratorios Merck,
aunque la patente se venció en junio del 2001 (Albers-Schonberg et al 1981), en nuestro pais es producida por la
compañía Fermic desde el 2001 pero por políticas de la empresa no se conocen los rendimientos obtenidos ni la
producción que alcanzan.

2.7.5. Fermentación en medio sólido.

La fermentación en medio sólido es un proceso microbiológico en el cual un material sólido es usado
como soporte inerte o como soporte-sustrato en el crecimiento de microorganismos para la obtención de productos de
interés. Entre sus ventajas se encuentra:

• La resistencia relativa a la contaminación bacteriana; el crecimiento bacteriano es restringido a bajos valores
de actividad acuosa, por lo que rara vez se presenta una contaminación en fermentaciones sólidas.



• Los fermentadores son compactos, empleándose charolas o columnas empacadas que ocupan un volumen
mucho menor que los tanques de fermentación.

• El tratamiento de sus residuos después de la fermentación es muy simple y de bajo costo.

• No se tienen los problemas de transferencia de masa presentados en las fermentaciones sumergidas por el
inconveniente de que el oxígeno es poco soluble en agua.

Sin embargo presenta ciertas desventajas entre las que se encuentra:

• La complejidad de sistemas que agiten la mezcla de reacción, que impide que el crecimiento sea en todo el
soporte.

• El control de la temperatura es un problema debido al calor metabólico y el que no se puedan aplicar con
eficiencia sistemas como las chaquetas de enfriamiento.

• La determinación de la biomasa se debe hacer por métodos indirectos, que en ocasiones son muy difíciles
de medir.

En resumen este tipo de fermentación ha sido estudiado debido a que se ha demostrado que en
ocasiones puede competir e incluso superar los rendimientos que se obtienen de productos obtenidos por fermentación
líquida y el hecho de poder ocupar desechos agroindustriales hace que este tipo de fermentaciones llame la atención por
el valor agregado que se le puede dar a éstos.

2.7.5.1. Desechos agroindustriales.

Uno de los principales problemas que México presenta, es el incremento de desechos
sólidos orgánicos e inorgánicos; que se originan tanto en los núcleos domésticos (residuos urbanos) como en zonas
agroindustriales y forestales (Madinaveitia et al., 1984).

Entre los usos técnicamente factibles que se han destinado a este tipo de residuos, tenemos:

• Proceso de composteo (regenerador de suelos y fertilizantes)
• Formulación de complementos alimenticios o como forrajes para animales.
• Elaboración de papel de baja calidad, fabricación de textiles, muebles, combustibles, productos químicos y

producción de proteína unicelular.

Por lo que el estudiar si pueden ser soportes inertes o soportes-sustratos para la obtención de algún producto de
interés biotecnológico le daría a estos desechos una utilidad además de conferirles un valor agregado para la obtención
de fármacos, ácidos orgánicos, entre otros.

2.7.5.2. Producción de lovastatina a partir de Aspergillus terreus por fermentación en medio
sólido.

Como se mencionó en la sección 2.7.4 Szakács et al (1998) realizaron un estudio con fermentación
en sustrato sólido, utilizando una mezcla de salvadillo de trigo - paja de trigo y pulpa de sorgo obteniendo una
concentración de lovastatina de 1540 y 920 gg lovastatina / g de sustrato sólido seco respectivamente después de 10
días de fermentación.

Aunque no realizaron una optimización de las condiciones de fermentación, ni un análisis más
profundo, el hecho de haber reportado que se puede producir lovastatina por esta otra vía da un primer indicador del uso
de fermentaciones en estado sólido para la producción del fármaco.



Su et al (2002) trabajaron con varias especies del género Monascus para la producción de lovastatina
por fermentación en medio sólido, ellos utilizaron cascarilla de arroz rojo como soporte de fermentación, este grupo de
investigación realizó una comparación con la producción de lovastatina por fermentación liquida, la cual realizaron en
matraces Hinton de 500 mi.

Esta comparación la realizan con 16 cepas de Monascus, encontrando que 13 de estas cepas
mostraron una diferencia significativa en cuanto a la producción del fármaco de interés, siendo la fermentación en medio
sólido la de mayor rendimiento, alcanzando una producción de 378 mg de lovastatina/kg de medio sólido para la cepa
Monascus purpureas CCRC 31615.

A su vez Ganrong et al trabajo con cepas de Monascus aisladas de arroz chino, ellos trabajaron al
igual que Su et al (2002) con arroz para la fermentación sólida, la cepa que encontraron con una mayor productividad fue
la 9901 alcanzando una cantidad de lovastatina de 11183 mg/Kg de soporte sólido.

Baños et al (2004) en el laboratorio de metabolismo secundario e ingeniería genética de la
Universidad Autónoma Metropolitana en México trabajaron con la misma cepa de Aspergillus terreus empleada por
Szakács et al (1998); ellos emplearon bagazo de caña como soporte inerte en la fermentación sólida en columnas
empacadas; la cantidad de lovastatina que alcanzan fue elevada, aunque sus datos no están disponibles.



* La transferencia de masa es uno de los factores en la fermentación líquida que ha sido un problema en la
producción del fármaco debido a los cambios en la reología del sistema por comportarse el caldo de fermentación como
un fluido no newtoniano por el crecimiento micelar de los hongos; por otro lado el inconveniente de la poco solubilidad
del oxígeno en agua ocasiona que este parámetro sea un factor crítico en el transcurso de la fermentación.

* El incremento en la mortalidad por enfermedades del corazón es uno de los problemas que afecta
actualmente a nuestro país pero la no disponibilidad de fármacos más accesibles a la población de bajos recursos hace
que se busquen alternativas para incrementar la producción de éstos.

* El uso de desechos agroíndustriales es importante debido a las grandes cantidades que se desechan en la
industria, lo que le daría un valor agregado a estos desechos que no han sido explotados como una fuente de producción
de metabolitos de alto valor agregado.

Planteamiento del Problema



• El tratamiento farmacológico para enfermedades del corazón es relativamente inaccesible a personas de
bajos recursos, debido a los costos que tienen actualmente los fármacos como la lovastatina contra estas enfermedades
en el mercado.

• En México los desechos agroindustriales son utilizados como alimento de ganado y otros no son
aprovechados, su uso en fermentaciones sólidas a demostrado que puede darle un valor agregado a este tipo de
desechos, la propuesta es por lo tanto analizar si el uso de estos desechos puede ser una alternativa para la producción
de la lovastatina.

• Muchos de los desechos agroindustriales se pueden emplear no solamente como soportes inertes sino
como soportes-sustrato debido a su riqueza en carbohidratos que representan una fuente de carbono para producir no
solo biomasa sino también la estatina así como la fuente de nitrógeno.

Justificación



objetivo General

Evaluar el potencial de diversos residuos agroindustriales para la producción de lovastatina por fermentación
sólida a partir de Aspergillus terreus.



objetivos Específicos

Determinar el soporte de la fermentación sólida en el cual se obtenga la mayor producción de lovastatina mediante
el análisis de las cinéticas de biomasa, sustrato y lovastatina de los cinco soportes estudiados.

Evaluar el efecto de las variables humedad relativa y concentración de lactosa sobre las cinéticas de producción de
lovastatina y biomasa en la fermentación en estado sólido empleando el soporte seleccionado mediante un diseño
factorial 32.

• Determinar si existe una diferencia significativa entre el proceso de fermentación en estado sólido y la fermentación
en estado líquido en la producción de lovastatina empleando el soporte de fermentación seleccionado.



Aquellos desechos agroindustriales que no solamente actúen como soporte inerte sino como soporte-sustrato
en una fermentación sólida darán niveles superiores o competitivos de lovastatina.

Hipótesis



Estrategia Experimental

Para cumplir con los objetivos señalados, así como comprobar la hipótesis planteada, se siguió la siguiente
estrategia experimental. Primeramente se realizó la selección de los soportes a estudiar en las fermentaciones sólidas.
Enseguida se realizo la fermentación para cada soporte seleccionado, midiendo las cinéticas de formación de producto,
biomasa y el consumo de sustrato, el objetivo de esta etapa fue determinar cual de los cinco soportes estudiados tenía
una mayor producción de lovastatina y seleccionarlo para llevar un estudio comparativo con la fermentación en medio
líquido. Para posteriormente realizar en la tercera etapa un análisis factorial 32 y así observar la influencia de la
humedad, así como del sustrato añadido en la producción de lovastatina. El criterio de selección del soporte fue en
primer lugar la producción de lovastatina; segundo que represente o sea totalmente un desecho, finalmente se
seleccionó aquel con el que ningún grupo de investigación haya todavía estudiado. Una vez determinado lo anterior, se
compararan los resultados estadísticamente con los obtenidos por fermentación líquida, y se probará si existe alguna
diferencia significativa entre la forma de producción del fármaco por un método u otro.



9.1. Selección de la Cepa.

Aunque hay alrededor de 20 cepas reportadas en la literatura (Szakács et al 1998; Su et al 2002) entre los
géneros Aspergillus y Monascus, se decidió trabajar con una cepa de colección de Estados Unidos; Aspergillus terreas
ATCC 20542, ya que aunque no es la mayor productora de lovastatina, la facilidad de obtenerla fue mayor.

9.2. Selección de los soportes sólidos.

Los soportes sólidos fueron obtenidos del campo experimental de Apodaca del Instituto Tecnológico de
Estudios Superiores de Monterrey Campus Monterrey, los cuales se seleccionaron por su disponibilidad y por el volumen
de desechos/día.

Basándonos en esto se escogió el salvadillo de trigo, la avena (Avena sativa) y la alfalfa (Medicago sativa)
debido a que otros grupos han reportado el salvadillo de trigo como un buen soporte de fermentación sólida, la avena por
sus características, el campo agrícola experimental la consideraba como desecho, ya que se encontraba demasiado
seca y no servía como cereal, la alfalfa aunque no es un desecho se decidió probarla ya que había en abundancia y no
se había probado antes en fermentaciones sólidas.

Se decidió buscar otros dos soportes para que el estudio tuviera mas aportación en el campo de
fermentaciones sólidas, se escogió el zacate San Agustín (Stenotaphrum secundatum) ya que se observó que es un
desecho que no se le da una utilidad y el cual tampoco ha sido estudiado, aparte que sus características son parecidas a
la alfalfa, el zacate que se eligió fue el que es podado de los jardines del Instituto; por otro lado se eligió un subproducto
del proceso de molienda húmeda de maíz a nivel laboratorio, el cual es llamado pericarpio de maíz.

9.3. Fermentación en fase sólida.

Ya que se hubo analizado la composición de los soportes y previamente se estandarizaron las técnicas de
medición de sustrato, biomasa y producto se realizaron las cinéticas de fermentación correspondiente para cada soporte
seleccionado. Las fermentaciones se realizaron en una incubadora Imperial III de Lab-line instruments, que se adaptó
como bioreactor, en donde se introdujeron las charolas (medidas 20 x 30) con el soporte inoculado y cubiertas con
parafilm para mantener condiciones de esterilidad. La temperatura estuvo controlada a 30 °C.

Uno de los parámetros que se tiene que controlar en fermentaciones sólidas es la humedad relativa, debido a
que de lo contrario se puede correr el riesgo de que se seque el soporte; la humedad relativa fue controlada al 70 % y se
realizo por medio de soluciones salinas saturadas las cuales generan una atmósfera diferente de humedad relativa
(Tabla 11); la medición del producto, biomasa y el sustrato se describen a continuación.

Tabla 11. Soluciones salinas saturadas para controlar la humedad relativa en sistemas
cerrados a una temperatura constante

Solución sobresaturada Humedad Relativa Temperatura
Bromuro de Sodio

loduro de Potasio

Sulfato de Amonio

60 % ± 3.5

70 % ± 2.0

80% ±1.7

30°C±1.0

30°C±1.0

30°C±1.0

2-4



9.3.1. Inoculo.
El inoculo de la fermentación fueron esporas de Aspergillus ferreos a una concentración de 2 x 107

esporas/mi (Hajjaj et al 2001). El hongo se dejo crecer durante 5 días a 30 °C en medio papa dextrosa agar (PDA -
marca Difco) en una incubadora Imperial III de Lab-line instruments. Las esporas fueron lavadas con una solución de
tween 80 (marca Sigma) al 0.05 %, se calculo la concentración de estas por medio de una cámara de Neubauer para
poder hacer los cálculos respectivos e inocular las charolas a la concentración deseada.

9.3.1.1. Cálculos de la concentración de esporas utilizando cámara de Neubauer.

Concentración de esporas = Número de cuadrículas en la cámara * Factor de corrección * Factor de dilución * Promedio
de esporas en 5 cuadrículas dentro de la superficie total

9.3.2. Cálculo de la cantidad de sólidos y humedad para constituir el medio sólido de fermentación.
Antes de realizar la inoculación del soporte sólido, se tuvieron que realizar los cálculos pertinentes

para ajustar las cantidades exactas de sólidos totales, así como de agua total, ya que si la concentración de sólidos no
es la adecuada, así como la humedad se corre el riesgo que no pueda retener el soporte todos los componentes de la
fermentación y por lo tanto el sistema de fermentación no sirva y por ende no se produciría el metabolito de interés. La
cantidad de soporte se calculó de la siguiente manera (Baños et al 2004):

Sólidos Totales = Medio de Cultivo (Tabla 12) (Polvo) + Soporte Sólido

Agua Total = Peso Total * Contenido de Humedad /100

Agua de Autoclave = 35 % del agua total

Agua de esporas y pH = 10 % del agua total

Agua de medio de cultivo = Agua Total - (Agua de Autoclave + Agua de esporas y pH)

El agua de autoclave representa el porcentaje de agua con el que se tratara el soporte al esterilizarlo; el agua
de esporas y pH representa por un lado la cantidad de mililitros que se le agregan al medio de cultivo de hidróxido de
sodio (0.05 M) o ácido clorhídrico (0.05 M) para ajustar el pH a 7; y también la cantidad de mi donde se encuentran las
esporas suspendidas, si estos volúmenes no complementan la cantidad de agua de esporas y pH calculada se ajustara
este volumen con agua estéril.

En cuanto al agua de medio de cultivo esta se utilizara para solubilizar el polvo de los componentes del medio;
estos se esterilizaran y se agregaran al inocular el soporte. Los componentes del medio de cultivo se basan en el medio
reportado por Szakács et al en 1998 (Tabla 13).

El soporte sólido, el medio de cultivo, y las diferentes aguas utilizadas son previamente esterilizadas a 121 °C
durante 15 min a 15 libras de presión. (Lactosa marca Difco grado reactivo; Glucosa, KNOa, NaCI marca Desarrollo de
Especialidades Químicas grado reactivo; KH2PÜ4, MgSCU marca Productos Químicos de Monterrey grado reactivo)

25



Tabla 12. Medio de Cultivo utilizado en la fermentación sólida para la producción de
lovastatina a partir de Aspergillus terreus

Ingrediente Concentración
Lactosa
Glucosa

Harina de Soya
KN03

KH2P04

MgS04

NaCI

% (P/P)
4
1

0.3
0.2
0.3

0.05
0.5

Una vez realizados los cálculos, y esterilizado todos los componentes de la fermentación, se inoculó
el soporte, y se le agregó el medio de cultivo; se mezclo para que todo estuviera homogéneo y se agregó el soporte en la
charola; se introdujeron las charolas en la incubadora regulada a una temperatura de 30 °C y 70 % de humedad relativa.
Se tomaron muestras cada 24 horas para seguir el curso de la cinética de fermentación para la producción de
lovastatina.

9.3.3. Determinación de la evolución de Biomasa en fermentaciones sólidas.

La medición de biomasa en cultivos en estado sólido no puede ser determinada directamente como
en la fermentación líquida mediante métodos como: peso seco, D.O., cuenta viable; debido a la fuerte conexión con la
matriz sólida. Para resolver este problema diferentes métodos indirectos se han estudiado para medir la biomasa; entre
los que se encuentran: determinación indirecta del ATP (Durand et al 1988); actividad enzimática (Lestan et al 1996);
velocidad de respiración (Sakurai et al 1985); actividad inmunológica (Frankland et al 1981); consumo de nutrientes
(Matcham et al 1984); análisis de constituyentes celulares (glucosamina) (Roche et al 1993); ergosterol (Seitz et al 1979);
ácidos nucleicos (Koliander et al 1984).

Estudios previos demuestran que la cantidad de ergosterol, así como la cantidad de actividad
enzimática varían durante el desarrollo de las fermentaciones fúngicas (Desgranges et al 1991). Por otro lado la
medición de constituyentes de la pared celular como es determinar la glucosamina, es un buen indicador que ha sido
adaptado para la estimación de la biomasa producida (Desgranges et al 1991). Tomaselli et al 2001 validaron la
metodología para la medición de glucosamina como un método indirecto para la estimación de biomasa en
fermentaciones sólidas.

9.3.3.1. Determinación de glucosamina (Método corregido y validado de Tomaselli et al 2001).

A 0.3 gramos de soporte seco se añadieron 5 mi de una solución de ácido sulfúrico al 72%
y se agitó durante media hora a 25°C, posteriormente se añadieron 54 mi de agua destilada y se esterilizara la mezcla
durante 1 hora a 121°C en una autoclave de presión eléctrica modelo 25 X.

La mezcla de reacción se dejo enfriar y se le ajustara el pH a 7 en un potenciómetro
Beckman Instruments (NaOH 10 M, NaOH 0.5 M, H2S04 0.5 % v/v). Una vez ajustado el pH se filtro la mezcla para
remover el soporte que no se había hidrolizado con el fin de que no interfiera con el análisis, se tomó un mi del filtrado y
se le agregó un mi de la solución A (Tabla 13) y un mi de agua destilada, la mezcla se puso en un baño maría durante
quince minutos a 90 °C, después del calentamiento, se le agregó a la mezcla un mi de la solución B (Tabla 13) más 5 mi
de etanol y se dejó estabilizar la reacción una hora en ausencia de luz; por último se midió la absorbancia en un
espectrofotómetro de UV - Visible (Beckman DU 650) calibrado a 375 nm. Todos los reactivos fueron adquiridos por
Productos Químicos de Monterrey grado reactivo; Acetilacetona, carbonato de sodio, p - dimetilaminobenzaldehido de
SIGMA grado reactivo.



Tabla 13. Composición de la solución A y B (determinación de Glucosamina)

Compuesto Solución A Solución B
Acetilacetona

Carbonato de Sodio 0.5 N
p - dimetilaminobenzaldehido

HCI concentrado
Etanol

1ml
50 mi

•
•
-

-
-

0.8 gr
30 mi
30 mi

9.3.4. Determinación de la evolución de sustrato (Prueba del ácido dinitro salicílico) (Millar, 1959).

El sustrato se midió siguiendo la técnica del ácido- dinitro salicílico la cual mide azúcares reductores
presentes. Un gramo de soporte sólido se resuspendió en 15 mi de agua destilada y se puso en agitación durante 20 min
a 40 °C, una vez pasado el tiempo se tomaron tres mililitros de la solución y se almaceno a - 20 °C ± 2 para su posterior
análisis.

Las muestras almacenadas se descongelaron y se agregaron tres mililitros de una solución de DNS
al 1 % (Tabla 14), esta mezcla se puso en un baño maría a 90°C ± 1 y se dejo hasta que la solución tornara a un color
rojo- café, una vez que se enfrió, se agrego un mi de solución de tartrato de sodio - potasio al 40 % para estabilizar el
color, por último se midió la absorbancia por medio de un espectrofotómetro UV - Visible (Beckman DU 650) a 575 nm.
(DNS de Sigma grado reactivo, los demás reactivos de Productos Químicos de Monterrey grado reactivo)

Tabla 14. Componentes de la solución de DNS para la medición de azucares reductores

Compuesto Peso (gr)

Acido dinitro salicílico

Sulfito de Sodio

Hidróxido de Sodio

Fenol (opcional)

10
0.5
10
2

Aforar a 1 litro con agua.

El método involucra la oxidación de los grupos funcionales de aldehidos presentes en la muestra;
simultáneamente el DNS es reducido a ácido 3- amino, 5 - nitrosalicilico bajo condiciones alcalinas. Uno de los
inconvenientes de este método es que el oxígeno disuelto puede interferir en la oxidación de la glucosa, por tal motivo la
incorporación de sulfilo al reactivo DNS es necesario para absorber el oxígeno disuelto. La especificidad del método es
baja y es recomendable utilizar un estándar interno durante el análisis; en este caso se utilizo glucosa grado reactivo.



9.3.5. Determinación de lovastatina.

El análisis de la lovastatina se realizó por medio de cromatografía de líquidos de alta resolución
empleando un cromatógrafo HPLC marca Shimadzu modelo LC2010 equipado con un detector de UV a una longitud de
onda de 235 nm; se utilizó una columna de 30 centímetros modelo Géminis C18 de la marca phenomenex, la fase móvil
consistió en una mezcla de Acetonitrilo:Agua 50:50 a un flujo de 1.5 mi por minuto. La curva de calibración se construyó
utilizando un estándar de lovastatina (Sigma, Pureza 98 %) obteniendo los límites de detección entre 1 ppm a 10 ppm.

9.4.6. Calculo de los parámetros cinéticos de las fermentaciones sólidas en los soportes estudiados.

Se realizaron los cálculos de la velocidad específica de crecimiento (u), la velocidad específica de
formación de producto (rp) así como la producción específica.

Para el cálculo de u se aplicó la siguiente ecuación matemática:

¿ x / á t = u x Ecuación 1

Donde x es la biomasa, t el tiempo y u la velocidad específica de crecimiento; una vez realizada la
integración de la ecuación, se calcula \i siguiendo la ecuación de la recta, y = mx + b previa linearización.

diferencial:
Para el cálculo de la velocidad específica de formación de producto se aplico la siguiente ecuación

i) p / ¿ t = rp p Ecuación 2

Donde p es la cantidad de producto formado y rp la velocidad especifica de formación de producto;
una vez integrada la ecuación, se calcula rp siguiendo la ecuación de la recta, y = mx + b previa lineanzación.

La productividad específica representa los ug de lovastatina obtenidos al final de la fermentación por
los gramos de micelio seco obtenidos al final de la fermentación. Se calcula por medio de la siguiente ecuación:

Productividad específica = Producto formado (ug) / Bíomasa formada (gr de Micelio) Ecuación 3

9.5. Efecto de la humedad relativa y el sustrato añadido en la producción de biomasa y lovastatina.

El soporte con el cual se corrió este estudio estuvo en función de los siguientes tres criterios:

• Soporte con mayor producción de lovastatina.
• Soporte que sea cien por ciento un desecho.
• Soporte que no haya sido aun estudiado.

Una vez seleccionado el soporte se realizó un estudio sobre la influencia de la humedad relativa, así como del
sustrato añadido (lactosa) por medio de un diseño factorial 32 (Tabla 15), donde se indican los niveles estudiados para
cada variable.



Tabla 15. Diseño factorial 32 utilizado para analizar la influencia de la humedad relativa y el
sustrato añadido para la producción de lovastatina a partir de Aspergillus terreas

Variables

Humedad (%)

Lactosa añadida (gr/lt)

Niveles

60
70
80

20
40

Las condiciones de la fermentación en fase sólida fueron bajo los mismos criterios descritos en 9.4.1 y 9.4.2
determinándose las cinéticas de fermentación descritos en 9.4.3.1, 9.4.4 y 9.4.5.

9.6. Estudio comparativo de la producción de obtención de lovastatina entre la fermentación en liquida y la
fermentación sólida empleando zacate como soporte.

La última etapa del trabajo fue probar si existía una diferencia significativa entre la producción de lovastatina
por medio líquido y la obtenida por fermentación en estado sólido utilizando el soporte seleccionado. Para esto se
realizaron fermentaciones líquidas siguiendo la metodología que se describe a continuación.

Una vez que se obtuvieron los datos de estas fermentaciones se realizó un análisis de varianza para
comprobar si existía una diferencia significativa entre ambos procesos de obtención del metabolito de interés.

9.6.1. Producción de lovastatina en medio líquido.
Las cinéticas de fermentación en medio líquido se realizaron en matraces de 250 mi utilizando el

medio de cultivo reportado por Szakács et al (1998) (Tabla 7), a una temperatura de 30 °C ± 1 y una agitación de 200
rpm utilizando una incubadora Innova 4000 de New Brunswick Scientific, se inocularon esporas de Aspergillus terreas a
la misma concentración descrita en el apartado 9.4.1.

9.6.2. Determinación de Biomasa.

La biomasa se midió por peso seco, esta técnica consiste en pesar los sólidos totales en base seca
asumiendo que todo el cambio en estos es debido al crecimiento del microorganismo.

Para ello se toma una muestra de 50 mi y a través de un papel filtro previamente llevado a peso
constante se filtra la muestra, empleando un matraz quítasato aplicando vacio por medio de una bomba de vacio marca
Savant modelo GP 110-120. Una vez recolectada la muestra esta se coloco en una estufa de secado y pasadas 24 horas
se peso la cantidad de biomasa obtenida utilizando una balanza analítica marca Explores OHAUS.

9.4.4).

9.6.3. Determinación de la evolución de sustrato.

El sustrato se determino por la misma técnica de azúcares reductores con DNS (véase sección



9.6.4. Determinación de Lovastatina.

La lovastatina se midió por medio de HPLC-UV, siguiendo las mismas condiciones (descritas en el
apartado 9.4.5).

9.6.5. Análisis estadístico.

Una vez que obtuvieron los datos de las fermentaciones liquidas se realizo el análisis de varianza
para observar si existía una diferencia significativa con un nivel de confianza del 95 %, como se menciono se ocuparon
los valores de lovastatina obtenidos del diseño factorial en las condiciones de humedad relativa y lactosa añadida en los
que se presentó una mayor producción.

El análisis de varianza se realizó con el fin de demostrar si la fermentación sólida puede competir con
la fermentación líquida en la producción del fármaco, para esto se realizó una comparación múltiple de medias, mediante
el método de Tukey-Kramer HSD el cual es apropiado para la comparación de más de un par de medias.

Todos los experimentos, tanto las fermentaciones sólidas y las fermentaciones líquidas se realizaron por
triplicado siendo réplicas independientes.
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10.1. Selección de los diferentes soportes seleccionados.

Como se mencionó en la metodología, los soportes seleccionados fueron cinco, los cuales se escogieron tanto
por su disponibilidad en Monterrey, como por la aportación que se pudiera dar en el campo de las fermentaciones
sólidas, al utilizar soportes que no se hayan estudiado con anterioridad. Los soportes que se seleccionaron fueron los
siguientes:

• Salvadillo de Trigo.
• Avena (Avena sativa).
• Alfalfa (Medicago sativa).
• Zacate San Agustín (Stenotaphrum secundatum)
• Pericarpio de Maíz.

Estos subproductos por su naturaleza agronómica (desechos de cereales y forrajes) representan
potencialmente un sustrato muy rico tanto en la fuente de carbono (carbohidratos principalmente) que puede
potencialmente utilizarse no solo para la producción de biomasa sino también de lovastatina.

Un análisis comparativo de la composición teórica proximal de dichos soportes se presenta en la tabla 16.
Como puede observarse por los valores reportados en la literatura el extracto libre de nitrógeno (E.L.N.) presenta dentro
del total de componentes valores tan elevados que van desde un 39.2 % en el pericarpio de maíz hasta 67 % en el caso
del salvadillo de trigo carbohidratos una fuente de polisacáridos, oligosacáridos y azúcares.

Cada soporte representa una fuente no solo de carbono (en forma de hidratos de carbono) sino también de nitrógeno
para la fermentación. A pesar de que el análisis proximal tiene la limitante de que no caracteriza de una manera
especifica ni la composición de carbohidratos, ni de proteínas al menos es un indicador de la riqueza potencial que
posee cada soporte para actuar no solo como un sólido inerte donde se realizara la fermentación si no como sustrato
también de la misma.

La fibra cruda representa la cantidad de celulosa, lignina y hemicelulosa en cada una de las muestras; como
sabemos ellas pueden adsorber agua pero no tanto como el E.L.N. En este caso los valores de fibra cruda oscilan entre
7 y 54 por ciento siendo en salvadillo de trigo y avena los soportes que presentan los valores mas bajos (7.8, 12.4
respectivamente); sin embargo al presentar los valores mas altos de E.L.N. la capacidad de retención de agua que
puedan tener es mayor lo que les daría cierta ventaja en la función de soportes en la fermentación sólida.

Tabla 16. Composición proximal de los diferentes soportes utilizados para la fermentación en
estado sólido en la producción de lovastatina a partir de Aspergillus terreus

Cenizas Extracto etero Fibra Cruda Proteínas
Alfalfa
Zacate
Avena

Salvadillo de Trigo
Pericarpio de Maíz

9
7.7
3.6
4.6
2.9

2.5
2.6
5.1
4.2
1.3

28.4
27.1
12.4
7.8
54

16.3
13.9
13.2
16.2
2.6

43.8
48.7
65.7
67.2
39.2

(Crampton 1974; White 2003)

En cuanto a los lípidos la cantidad es muy pequeña de la composición total, teniendo valores entre 1.3 y 5.1. Al
representar una fracción muy pequeña del total puede ser que no afecten la disposición de los nutrientes ni la capacidad
de retención de agua del soporte pero esto abría que comprobarse siguiendo una metodología parecida a la reportada
por Manzoni et al 1999.



Las proteínas pueden ser una fuente viable de nitrógeno disponible en el transcurso de la fermentación, se
puede pensar que aquellos soportes que tengan una mayor cantidad de proteínas puedan cumplir con esta función, en
este caso a excepción del pericarpio de maíz todos los soportes presentan valores entre 13 y 17 por ciento.

Es importante volver a mencionar que la composición proximal solo es un indicador de la cantidad de
carbohidratos, pero no de su composición exacta, ni de las cantidades de cada uno de ellos que pueda tener cada
soporte. Una caracterización mas detallada por medio de análisis instrumentales como cromatografía de líquidos de alta
resolución podría dar una idea clara de que carbohidratos podría utilizar el microorganismo como fuente de carbono en la
producción de biomasa, o en la biosíntesis de lovastatina.

En cuanto a las proteínas se pensaría que todos los soportes puedan aportar una fuente de nitrógeno en el
transcurso de la fermentación por la cantidad que presentan, no así el pericarpio de maíz que presenta valores muy
bajos dentro de su composición.

10.2. Producción de lovastatina a partir de Aspergillus terreus por fermentación en medio sólido en cada uno de
los soportes seleccionados..

Una vez teniendo cada uno de los soportes el siguiente paso en la investigación fue realizar las fermentaciones
sólidas en cada uno de los soportes con la finalidad de observar en cual de todos había una mayor producción de
lovastatina, se llevaron a cabo las fermentaciones sólidas siguiendo los cálculos y las técnicas ya descritas en 9.4.

10.2.1. Cinética de formación de biomasa, producto y consumo de sustrato en ía fermentación sólida
utilizando salvadillo de trigo como soporte.

En la figura 4 se puede observar la cinética de formación de biomasa, producto y consumo de
sustrato en la fermentación sólida utilizando salvadillo de trigo como soporte de fermentación, se puede ver que la
producción de lovastatina alcanza valores arriba de 380 ug/gr de soporte seco siendo este soporte el que mayor
producción de lovastatina obtuvo.

En cuanto a los valores de biomasa pareciera que el microorganismo tiene un crecimiento
exponencial al producir la lovastatina; esto es así ya que la curva de biomasa es en la fase estacionaria de crecimiento
del hongo; esto concuerda con el comportamiento de un metabolito secundario en el que la producción se da en la fase
estacionaría del crecimiento (Barrios et al 2003), y con los datos cinéticos reportados en la literatura, en los que se
reporta que la lovastatina es un metabolito secundario (Hajjaj et al 2001) (Figura 2).

Se puede pensar que las fases de latencia y exponencial ocurrieron dentro de las primeras 48 horas
de la fermentación y debido a la forma indirecta de medición de la biomasa no se llega a observar un perfil clásico de la
curva de crecimiento.

En cuanto al consumo de sustrato hubo un consumo de glucosa desde 20 gr/lt hasta 6 gr/lt a pesar
que el usar la técnica de DNS limita mucho el ver un perfil exacto del consumo de lactosa y de los demás azucares
presentes en la matriz; se puede ver que el microorganismo ocupa la glucosa durante el transcurso de formación de
lovastatina coincidiendo con lo reportado por Hajjaj et al 2001 en donde ellos observan que la glucosa es la fuente
principal de carbono en la producción de lovastatina.

32



7t H 120 144 m 112 Mt 240 2M 2U

Figura 4. Cinética de fermentación sólida utilizando salvadillo de trigo como soporte para la producción de
lovastatina; valores de glucosa multiplicados por 20. ¿ovwstettrM --tr BHMMS» —*— Glucosa (gittt)

10.2.2. Cinética de formación de biomasa, producto y consumo de sustrato en la fermentación sólida
utilizando avena como soporte.

En cuanto a la avena (Figura 5), fue el segundo soporte donde mas se produjo lovastatina, y se
observa un comportamiento similar al del salvadillo trigo en el que la curva de la biomasa tiene un crecimiento lineal a la
formación de lovastatina.

Analizando la cinética se puede observar que a las 72 horas no hay una producción del fármaco, se
puede pensar que en estas 72 horas se lleva a cabo la fase de latencia y exponencial. En cuanto a la lovastatina el
microorganismo la empieza a generar a las 72 horas del transcurso de la fermentación siendo este tiempo igual a el
salvadillo donde la producción de lovastatina empieza una producción ascendente hasta alcanzar valores de 332 ug de
lovastatina/gr de soporte sólido seco. El perfil de azucares siguió un comportamiento parecido aunque el consumo fue
mayor que el alcanzado en salvadillo de trigo.
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Figura 5. Cinética de fermentación sólida utilizando avena como soporte para la producción de lovastatina;
valores de glucosa multiplicados por 20. ¿«mstatin* *- Bramas* —•— GAicos* (yftt)



10.2.3. Cinética de formación de biomasa, producto y consumo de sustrato en la fermentación sólida
utilizando zacate como soporte.

El zacate San Agustín (Stenotaphrum secundatum) (Figura 6) que fue un soporte que no se había estudiado
con anterioridad en ningún trabajo reportado en la producción de lovastatina así como de ningún otro metabolito se
produjeron 265 ug de lovastatina/gr de soporte seco.

La biomasa sigue un comportamiento similar al de los otros dos soportes estudiados, aunque la lovastatina se
produjo a partir de las 120 horas comparado a las 72 horas de producción de los otros soportes; de lo que puede
pensarse que el microorganismo tardo más en adaptarse a este entorno, ya que el zacate San Agustín (Stenotaphrum
secundatum) es una matriz distinta a las anteriores.

En cuanto a la concentración inicial de glucosa fue de 25 gr/lt, valor superior respecto a salvadillo y a la avena,
se puede suponer que la esterilización ayudo a desdoblar algo de celulosa en monómeros de glucosa lo que
probablemente sea la causa del incremento en el valor de la glucosa inicial.

Es interesante por un lado observar que de los cinco soportes fue en el zacate donde más tardo el
microorganismo en producir lovastatina.

Un pretratamiento al soporte podría ayudar a que el microorganismo tarde menos en adaptarse a este tipo de
ambiente (Demain et al 1999), ya que en ocasiones las proteínas, los lipidos y algunos minerales presentes en el soporte
pueden afectar la capacidad de retención de agua que el soporte pueda tener, por otro lado el tamaño de partícula puede
ser un factor importante en este tipo de fermentaciones, ya que el área de contacto que pueda tener el soporte con el
microorganismo puede facilitar que se tenga un buen crecimiento y en el caso que el soporte cumpla con la función de
sustrato, los nutrientes que este pueda aportar pueden estar mas disponibles al microorganismo.

Es interesante también observar que la producción del fármaco no decrece, por el contrario su perfil indica que
sigue un comportamiento lineal después de 13 días, sin embargo no se hicieron mediciones posteriores del 13° día por lo
que no se puede afirmar que el fármaco no se siga produciendo.

En cuanto a la glucosa el microorganismo la consumió en su totalidad hasta el día trece teniendo un valor de
2.17 gr/lt de glucosa residual; al no haber mas glucosa y basándose en lo reportado por Hajjaj et al 2001 se puede
pensar que el microorganismo no podrá producir mas lovastatina.
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Figura 6. Cinética de fermentación sólida utilizando zacate como soporte para la producción de lovastatina;
valores de glucosa multiplicados por 20. Lmnstotim * aomasa —»— atucos* (gittt)
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10.2.4. Cinética de formación de biomasa, producto y consumo de sustrato en la fermentación sólida
utilizando pericarpio de maíz como soporte.

En el pericarpio de maíz (Figura 7) se empezó la producción de lovastatina a las 48 horas de iniciada
la fermentación sin embargo pasadas 240 horas la lovastatina llega a un punto que detiene su producción e incluso
decrece al día 13, la producción máxima alcanzada por el hongo en este soporte fue de 265 ug de lovastatina/gr de
soporte seco.

Una explicación al decremento de la concentración del fármaco puede deberse al agotamiento de la
fuente de carbono que pueda servir como precursor de la lovastatina; como se puede observar la concentración de
glucosa llega a valores por debajo de 2.5 gr/lt a partir de las 240 horas de fermentación, coincidiendo con la producción
máxima de lovastatina que se produce.

En cuanto a la biomasa hay un crecimiento lineal con la producción de lovastatina, sin embargo a las
240 horas el microorganismo entra a una etapa de muerte en la que decrece los valores de biomasa, esto puede
deberse a que al no tener mas fuente de carbono, el microorganismo no puede producir mas biomasa o por las
condiciones demasiado toxicas debido a la concentración de otros metabolitos.
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Figura 7. Cinética de fermentación sólida utilizando pericarpio de maíz como soporte para la producción de
lovastatina, valores de glucosa multiplicados por 20. ¿owstotim * SianMsa —*— GAicos* (gifft)

10.2.5. Cinética de formación de biomasa, producto y consumo de sustrato en la fermentación sólida
utilizando alfalfa como soporte.

El comportamiento de la alfalfa (Figura 8) muestra que fue el soporte que presentó la menor producción de
lovastatina, estando muy por debajo de los valores obtenidos en los demás soportes (207 gr de lovastatina/gr de soporte
seco).

Analizando su comportamiento cinético de biomasa se puede observar que el hongo no crece adecuadamente
en el soporte ya que alcanza valores muy bajos (< 0.12 gr de Micelio/gr de soporte seco) lo que explica la poca
producción del fármaco.
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Sin embargo el consumo de glucosa es alto alcanzando valores de 2.6 gr/lt de glucosa residual; una
explicación de esto puede ser debido a la formación de algún otro compuesto donde el microorganismo este ocupando la
fuente de carbono, o algún compuesto tóxico que impidiera el crecimiento del microorganismo, aunque esta teoría
tendría que estudiarse para poder estar seguro que haya algún inhibidor del hongo en la alfalfa que impida su
crecimiento.

0.12

350
0.1

* 0.08

200

i 150

100

0.04

0.02

24 48 72 96 120 144

Tiempo (hr)

(92 2(6 240 264 288

Figura 8. Cinética de fermentación sólida utilizando alfalfa como soporte para la producción de lovastatina;
valores de glucosa multiplicados por 20. Lovastotina * Bioo&s* —»—Gtocasa (gWW)

En cuanto al consumo de sustrato, la prueba de DNS tiene algunas desventajas, ya que es sensible al oxígeno,
y algunos ácidos orgánicos pueden interferir en la reacción aun así esta prueba la han utilizado en otras investigaciones
(Szakács et al 1998, Manzoni et al 1999).

Se puede observar que si hay un consumo de la fuente de carbono, en este caso como se menciono se le
añadió lactosa y glucosa, la lactosa como tal no es un azúcar reductor y la medición de esta por el método que se utilizó
no es exacta, pero se asume que el microorganismo después de metabolizar la glucosa tiene las enzimas necesarias
para desdoblar la lactosa por lo que al estar compuesta de glucosa y galactosa puede medirse de una manera indirecta.

Un análisis más exacto sería por medio de un análisis cromatográfico utilizando un equipo de HPLC-IR o
derivatizando los azucares para medirlos por cromatografía de gases lo que daría un perfil de azúcares con una gran
exactitud y sensibilidad, pero debido a la falta de recursos y a que el perfil de azucares no fue el objetivo central de esta
tesis, se decidió hacerlo por este método.

En la figura 9 se puede observar comparativamente la producción de lovastatina en los cinco soportes
estudiados, el valor mas alto fue de 383 ug de lovastatina/gr de soporte seco utilizando salvadillo de trigo como soporte.

Se puede decir que la producción de lovastatina estuvo afectada por las características del soporte, ya que los
cinco soportes siguen la misma tendencia en las cinéticas de producción del fármaco, como se menciono anteriormente
un pretratamiento a los soportes puede ayudar a liberar o solubilizar los azucares presentes en los soportes y en
consecuencia el microorganismo pueda crecer de una mejor manera en el soporte y pueda ocuparlo como sustrato al
mismo tiempo y favorecer así la producción del metabolito de interés.



La composición proximal muestra que en soportes como la avena y el salvadillo que son los que tienen una
cantidad de extracto libre de nitrógeno mayor pueden cumplir la función de sustrato al mismo tiempo, lo que puede
explicar su incremento en la producción de lovastatina con respecto a los otros soportes.

En cuanto a la alfalfa es interesante observar que su composición si presenta una cantidad de ELN alta (43.8
%) y así como en sus valores de fibra cruda (28.4 %) y se pudiera pensar que la producción de lovastatina podría haber
sido un poco más a la alcanzada; esto se pudo deber a la falta de un pretratamiento que hiciera que el soporte tuviera
una capacidad de retención de agua mayor.

Hay que notar que la máxima producción que se alcanzó de lovastatina esta por debajo de los valores
reportados por otros autores; Szakács et al 1998 reporta producciones de 1540 y 920 ug de lovastatina/gr de soporte
seco utilizando una mezcla de salvadillo de trigo-paja de trigo y pulpa de sorgo respectivamente, Su et al 2001 reporta
una producción de 378 mg de lovastatina/gr de soporte seco utilizando cascarilla de arroz rojo; Ganrong reporta
producciones arriba de 10 000 ug de lovastatina/gr de soporte seco.

Como se puede ver los valores de lovastatina alcanzados están 25 órdenes de magnitud por debajo de la
producción más alta reportada. En todos los casos se utilizó una cepa diferente, Szakács et al 1998 trabajo con una cepa
de Aspergillus terreus la cual selecciono después de realizar un screening de todas las cepas que estudió (68) siendo la
TUB F-514 la que más producción alcanzó, Su et al 2001 y Ganrong utilizan cepas del género Monascus; la diferencia en
cuanto a las cepas utilizadas puede ser una explicación de la poca producción que se alcanzó, ya que cada
microorganismo tiene un capacidad distinta en la producción de un metabolito.

Szakács et al 1998 utiliza una mezcla de salvadillo de trigo-paja de trigo la cual les da la mayor producción de
lovastatina, en esta investigación se ocupo salvadillo de trigo como soporte coincidiendo con este autor en que este tipo
de soporte resulta factible para la producción de lovastatina, sin embargo Szakács no reporta ningún pretratamiento
utilizado en su soporte lo que podría incrementar los valores de lovastatina.
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Figura 9. Comparación de la producción de lovastatina utilizando los cinco diferentes soportes estudiados en la
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En la figura 10 se muestra comparativamente la cinética de producción de biomasa de todos los soportes
estudiados, se puede observar que la producción de biomasa es lenta debido a que se encuentra el microorganismo en
fase estacionaria, y por las características de esta fase el microorganismo no crece de una forma acelerada. Por otro
lado la característica de cada soporte permite que el microorganismo se adapte a la matriz más lento o más rápido, en
este caso no se controlo el tamaño de partícula lo que hubiera favorecido a una adaptación más adecuada del
microorganismo en soportes como la alfalfa, el pericarpio de maíz y el zacate.
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Figura 10. Comparación de la producción de biomasa utilizando los cinco diferentes soportes en la fermentación
sólida —*— ftA»<filfo de trigo -*— Aven* -A— Zacate —*— Pericarpio de Atoiz ñtfoffo

Analizando los parámetros cinéticos (Tabla 17), se observan velocidades específicas de crecimiento bajas, ya
que esta velocidad es de la fase estacionaria y como se menciono el crecimiento es muy lento en esta etapa, ya sea por
la limitante de algún sustrato o por algún compuesto tóxico que pueda impedir el crecimiento (Barrios et al 2003).

En cuanto a las velocidades de formación de producto se observa que siguen un perfil parecido entre ellos por
lo que se puede concluir que la producción de lovastatina esta influida por el tipo de soporte que se utiliza, ya que no hay
una diferencia significativa entre las velocidades de formación de producto utilizando un soporte u otro.

Respecto a los valores de producción específica estos nos indican la relación que tenga el microorganismo con
el soporte y por ende la capacidad de producir el metabolito, ya que al estar adaptado al soporte el microorganismo
puede crecer con mas facilidad y aumentar la producción del fármaco, entre mas grande es este valor menor será la
conexión entre soporte y microorganismo. Por el contrario valores más pequeños nos indicaran que el microorganismo
esta fuertemente conectado al soporte y por lo tanto se espera que la producción de lovastatina sea mayor.



Tabla 17. Parámetros cinéticos de crecimiento de biomasa y producción de lovastatina de Aspergillus terreas
durante las cinéticas de fermentación sólida empleando los cinco diferentes soportes sólidos

Soporte"

Salvadillo de Trigo
Avena
Zacate

Pericarpio de Maíz
Alfalfa

Producto (jjg de
lovastatina/gr de

soporte seco)

383.35 ± 2.45
332.36 ± 2.74
265.63 ± 8.75
265.14 ± 7.75
107.60 ±2.33

0.0024
0.0020
0.0010
0.0011
0.0005

Producción especifica
(pg lovastatina/gr de

Micelio seco)

1.65 592.95
1.44 631.15
1.08 919.82
1.28 1161.99
1.06 1319.61

\i = Velocidad especifica de crecimiento; rp = velocidad especifica de formación de producto.
* Los valores corresponden al promedio de tres repeticiones independientes siguiendo las mismas condiciones.

10.3. Estudio del efecto de la humedad relativa y del sustrato añadido (lactosa) en la producción de lovastatina.

Empleando los criterios anteriormente descritos se seleccionó el zacate San Agustín (Stenotaphrum
secundatum) para estudiar la influencia de estas variables empleando un diseño factorial 32 (Tabla 15). El zacate San
Agustín (Stenotaphrum secundatum) como tal representa un área de innovación en la producción de lovastatina por
fermentación en medio sólido. Analizando las cinéticas obtenidas se explicara el efecto que tienen estas dos variables
sobre la producción de biomasa, así como del metabolito de interés.

Con respecto al crecimiento de biomasa se observa la influencia de la humedad relativa en el crecimiento del
hongo (Figura 11); a humedades relativas de 60 % y lactosa añadida de O, 20 y 40 gr/lt hay un crecimiento ascendente
del microorganismo; no así a valores de 70 % de humedad relativa en donde la biomasa empieza a sufrir un decremento
cuando se le añade 40 gr/lt de lactosa lo que quiere decir que el contenido de agua es demasiado para el crecimiento
adecuado del microorganismo y el soporte no puede retener toda la humedad que tiene el sistema, por lo que el
microorganismo no puede crecer adecuadamente en estas condiciones.

Como era de esperarse a humedades de 80 % de humedad relativa hubo un decremento de todas las
condiciones hasta el grado de observarse un crecimiento casi nulo.

La influencia de la biomasa producida por el efecto que pueda tener la lactosa añadida se observa en la figura
12; como se puede ver a O gr/lt de lactosa añadida hay un crecimiento del microorganismo en todos los valores de
humedad, aunque a 80 % de humedad relativa ya no hay un crecimiento adecuado alcanzando valores de 0.19 gr de
Micelio/gr de soporte seco estando por debajo de lo alcanzado por el microorganismo a 70 % de humedad relativa (0.21
gr de Micelio/gr de soporte seco).

Con esto se puede concluir que el microorganismo puede utilizar el soporte como fuente de carbono en el
transcurso de la fermentación aportando algunos azucares que pueda tener disponibles para el hongo, aunque no se
alcanzaron los niveles de biomasa como en las condiciones que manejaron niveles de lactosa de 20 y 40 gr/lt.

Se puede pensar que el microorganismo puede ocupar los carbohidratos disponibles del soporte una vez que
tenga las enzimas necesarias, y se haya agotado las fuentes de carbono añadidas en el medio de cultivo. Un perfil
exacto de la composición de azucares se podría realizar por HPLC y daría una idea de los azucares que el soporte
pueda proporcionar al microorganismo como fuente de carbono.

El microorganismo sigue un crecimiento ascendente a 20 gr/lt de lactosa añadida a valores de 60 y 70 % de
humedad relativa pero a 40 gr/lt solo hubo crecimiento a 60 % (0.4 gr de Micelio/gr de soporte seco) observándose un
decremento a 40 gr/lt de lactosa y 70 % de humedad relativa (0.29 gr de Micelio/gr de soporte seco) esto puede deberse
a represión catabólica por encontrarse la lactosa demasiado concentrada para que el microorganismo pueda degradarla.
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Figura 11. Efecto de la humedad relativa en la producción de biomasa utilizando zacate como soporte en
fermentación sólida para la producción de lovastatina, O gr/lt de lactosa (línea azul), 20 gr/lt de lactosa (linea
verde), 40 gr/lt de lactosa (línea roja).
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Figura 12. Efecto de la concentración de lactosa añadida en la producción de biomasa utilizando zacate como
soporte en fermentación sólida para la producción de lovastatina, 60% de humedad relativa (línea azul), 70 % de
humedad relativa (línea verde), 80 % de humedad relativa (línea roja).



En cuanto a la producción de lovastatina se observo una influencia de la humedad relativa (Figura 13) en el
transcurso de la fermentación, a 60 % de humedad relativa hubo una producción de lovastatina alcanzando valores entre
60 y 230 ug de lovastatina/gr de soporte seco; estos valores se incrementaron a 70 % de humedad relativa, hasta
alcanzar valores de 263 ug de lovastatina/gr de soporte seco, siendo este el valor de lovastatina alcanzado por la
condición de 40 gr/lt y 70 % de humedad relativa.

A valores de 80 % de humedad relativa no hubo una buena producción de lovastatina decreciendo la
producción de lovastatina hasta 105 ug/gr de soporte seco, esto era de esperarse debido a la poca cantidad de biomasa
que se alcanzo a esta humedad y al no tener un buen crecimiento el microorganismo no pudo generar el metabolito de
interés; otra suposición es que el total de sólidos totales es demasiado pequeño para considerarse una fermentación
sólida y la transferencia de masa podría ser una explicación al poco crecimiento y por ende la poca producción del
metabolito de interés, ya que el oxigeno es poco soluble en agua.

Hubo una influencia de la cantidad de lactosa añadida sobre la producción de lovastatina (Figura 14)
coincidiendo con lo reportado por Hajjaj et al 2001 en donde se observó que la lactosa es una fuente de carbono para la
producción del metabolito; la cantidad máxima de lovastatina que se añadió fue de 40 gr/lt basándose en lo reportado por
Szakács et al 1998 y por lo reportado por Hajjaj et al 2001 para no tener una inhibición por sustrato al sobrepasar la
cantidad máxima de fuente de carbono que el microorganismo pueda degradar.

A valores de humedad de 60 y 70 % de humedad relativa se observó un comportamiento lineal conforme se
incrementaba la cantidad de lactosa alcanzando los valores máximos de producción a 40 gr/lt y 70 % de humedad
relativa (263.30 ug de lovastatina/gr de soporte seco); no así a 80 % de humedad relativa en donde la producción del
fármaco decreció conforme se incrementó la cantidad de lactosa, debido a las consideraciones que se mencionaron
anteriormente.
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Figura 13. Efecto de la humedad relativa en la producción de lovastatina utilizando zacate como soporte en
fermentación sólida, O gr/lt de lactosa (linea azul), 20 gr/lt de lactosa (línea verde), 40 gr/lt (línea roja).
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Figura 14. Efecto de la concentración de lactosa añadida en la producción de lovastatina utilizando zacate como
soporte en fermentación sólida, 60% de humedad relativa (línea azul), 70 % de humedad relativa (línea verde), 80
% de humedad relativa (línea roja).

10.4. Estudio comparativo de la producción de lovastatina entre fermentación en medio líquido y sólido.

Se realizo un análisis de varianza con el fin de demostrar si existía una diferencia significativa entre la
producción de lovastatina por medio liquido y por medio sólido utilizando zacate como soporte; los valores que se
compararon fueron a las condiciones donde se obtuvo una mayor producción de lovastatina, las cuales como se explico
en la sección 10.3 fueron 70 % de humedad relativa y 40 gr/lt de lactosa añadida.

Se realizaron fermentaciones líquidas siguiendo las condiciones descritas en 9.6.1; y se observó los perfiles de
fermentación típico de un metabolito secundario (Figura 15).

Los valores de lovastatina difieren en la producción obtenida por Szakács et al 1998 utilizando la misma cepa, y
el mismo medio de cultivo (tabla 6), esto puede deberse a que el volumen total de los matraces fue menor que el
utilizado por Szakács en fermentación por lote provocando que el área de transferencia de masa fuera pequeña por lo
que el oxigeno disponible era limitado afectando la producción de la lovastatina.

Aunque se obtuvieron valores por debajo de los reportados, se pudo llegar a un perfil muy parecido al
reportado por Hajjaj et al 2001 en donde se observa que la lovastatina se crea en la fase estacionaria del crecimiento del
microorganismo empezándose a producir a las 48 horas de una manera ascendente.
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Figura 15. Producción de lovastatina a partir de Aspergillus terreus por fermentación líquida

Analizando los datos obtenidos se observa una diferencia significativa en los valores obtenidos de lovastatina
por fermentación líquida y aquellos obtenidos en la fermentación sólida utilizando zacate San Agustín (Stenotaphrum
secundatum) como soporte, con un valor P debajo de 0.001 y un valor F alto; se puede afirmar que la fermentación
sólida puede ser una alternativa para la obtención del fármaco. Corroborando estudios similares en los que se ha visto
que hay una diferencia significativa en la producción de este metabolito por esta vía (Su et al 2002). Aunque los valores
de lovastatina en la cinética de fermentación líquida que se realizó son muy bajos otras investigaciones por fermentación
en lote para la obtención de lovastatina utilizando la misma cepa (ATCC 20542) no rebasaron los 100 ug/ml de
lovastatina por lo que comparando lo obtenido por fermentación sólida si se puede aseverar que hay una diferencia
significativa entre la forma de obtener el fármaco y que la baja producción que se obtuvo en la fermentación líquida fue
por la limitación del oxígeno en el transcurso de la fermentación.

•sI

F* 5812.5
P < 0.001

Figura 16. Análisis de varíanza entre la fermentación liquida y la fermentación sólida utilizando zacate como
soporte para la producción de lovastatina
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Se comprobó que el zacate San Agustín (Stenotaphrum secundatum) puede ser un buen soporte para la
producción de lovastatina al obtener valores por arriba de 200 ug de lovastatina/gr de soporte seco.

Se comprobó que existe una diferencia significativa en la producción de lovastatina por fermentación en medio
sólido y la producción por medio líquido, lo que indica que el uso de este método para la obtención de este producto es
una alternativa para su producción.

El pericarpio de maíz dio valores de lovastatina por arriba de 200 ug de lovastatina/gr de soporte seco asi como
la avena que tuvo valores arriba de 300 ug de lovastatina/gr de soporte seco.

La producción más alta de lovastatina en el análisis factorial se alcanzo a 70 % de humedad relativa y 40 gr/lt
de lactosa añadida.

Conclusiones



Recomendaciones

Estandarizar un pretratamiento a los soportes es importante para que el soporte pueda encontrarse
en las condiciones adecuadas en cuanto a área de contacto, disposición de nutrientes y capacidad de retención de agua.

En el pericarpio de maíz seria recomendable llevar a cabo el mismo estudio que se realizo en zacate San
Agustín (Stenotaphrum secundatum), así como optimizar las condiciones de fermentación para la producción de
lovastatina.

El escalamiento de este proceso seria un objetivo a perseguir en futuras investigaciones y observar si es viable
la producción de lovastatina por este método a escala industrial.

La medición de biomasa como se explico es un problema en fermentaciones sólidas ya que solo se puede
realizar por métodos indirectos, el uso de la espectrofotometría de infrarrojo pudiera servir para la medición directa de
biomasa en fermentaciones sólidas.

Investigar otro tipo de soportes para la producción de lovastatina es otra alternativa para conocer si éstos
desechos pueden servir como soporte o soporte/sustrato y dar rendimientos más altos a los encontrados en esta
investigación.
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