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RESUMEN

La fermentacion en estado s6lido (FES) se ha usado exitosamente para la produccion de
enzimas y metabolitos secundarios. Estos productos estan asociados con la fase estacionaria
de crecimiento microbiano y son producidos a escala industrial para su uso en agricultura
y en el tratamiento de enfermedades. Muchos de esos metabolitos secundarios son
producidos atin en fermentaciones liquidas sumergidas (FLS), aunque a través de su
produccion este método ha mostrado ser menos efectivo que la FES, ya que cuando la
produccién a gran escala se incrementa asimismo lo hacen los costos y la demanda
energética. La FES ha mostrado que produce un producto mas estable, requiere menor
energia, en fermentadores mas pequefos que facilitan el proceso de separacion de los
productos (downstream). En éste articulo los autores revisaron una importante area de la
biotecnologia, donde la evidencia reciente indica que las bacterias y los hongos creciendo
bajo condiciones de FES, son capaces de suplir el crecimiento en la demanda global de
metabolitos secundarios.

ABSTRACT

Solid state (substrate) fermentation (SSF) has been used successfully for the production of
enzymes and secondary metabolites. These products are associated with the stationary
phase of microbial growth and are produced on an industrial scale for use in agriculture
and treatment of disease. Many of these secondary metabolites are still produded by
submerged liquid fermentations (SMF) even though production by this method has been
show to be less efficient that SSF. As large-scale production increased further so do the
costs and energy demands. SSF has been shown to produce a mor stable product, requiring
less energy in small fermeters, with easier downstream processing measures. In this article
we review an important area of biotechnology, since the recent evidence indicates that
bacteria and fungi, growing under SSF conditions, are more than capable of suppling the
growing global demand for secondary metabolites.
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INTRODUCCION

La fermentacién en estado sélido (FES) es
caracterizada por un proceso de fermentacién
sobre un soporte sélido, el cual tiene un bajo
contenido de humedad (limite inferior = 12%)
y ocurre en estado no aséptico y natural (Nigam
and Singh, 1994). La FES produce una alta con-
centracién de producto con un relativamente
bajo requerimiento energético (Mudgett et al,
1992; Yang and Yuan, 1990). La FES ha sido
explotada para la produccién de alimentos
(Bhumiratana et al, 1980; Heseltine, 1983), ali-
mentos para animales (GumbinaSaid, 1996;
Nigam and Singh, 1996a; Dandhu and Joshi,
1997), combustible (Hinman et al, 1992;
Ingram etal, 1999; Lapadatescu and Bonnarme,
1999) y enzimas (Gombert et al, 1999; Nigam
and Singh, 1996b) y ademis degradacién de
colorantes (Nigam et al, 2000; Robinson et al,
2000), etc. La FES puede ser llevada a cabo so-
bre una variedad de residuos agricolas (Ver ta-
bla 1), tales como paja de trigo, cascarilla de arroz
y tusa de maiz.

Industrialmente, los metabolitos secundarios
son principalmente producidos bajo condicio-
nes sumergidas (FLS) principalmente porque
los procesos asociados con el escalamiento son
mas simplificados, comparados con aquellos
requeridos para el escalamiento en FES. La fer-
mentacién liquida permite mas control de los
pardmetros tales como pH, calentamiento, con-
diciones nutricionales, etc. Y también debe to-
marse en cuenta que los cientificos occidenta-
les tienen menor conocimiento de los procesos
de FES, comparado con los que tiene los del
oriente (Johns, 1992; Nigam and Singh, 1994).

El uso de la tecnologia de FES para la pro-
duccién de metabolitos secundarios no debe ser
desestimado. La morfologia del micelio asociada
con los microorganismos predominantemente
usados para la produccién de metabolitos secun-
darios, es muy adecuada para el crecimiento so-
bre soporte solido. Puede haber también un efec-
to dafiino sobre la formacién de productos en
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medios liquidos, porque medios liquidos alta-
mente viscosos son requeridos para la produc-
cién exitosa de metabolitos y esto puede interfe-
rir la transferencia de oxigeno. La morfologia de
esos microorganismos y ademads la secrecién de
esos metabolitos sobre el medio decrecimiento
puede incrementar la viscosidad. Por tanto, la
tecnologia de FES puede ser explotada como una
alternativa, permitiendo una mejor circulacién
de oxigeno (Elibol and Mavituna, 1997).

Debido a la ausencia de agua libre, se em-
plean fermentadores pequefos para la FES y por
tanto se requiere menos esfuerzo para los pro-
cesos de separaciéon (downstream). Las cepas
nativas o silvestres de bacterias y hongos tien-
den a un mejor comportamiento en condicio-
nes de FES que los microorganismos
genéticamente modificados, reduciendo ademas
costos de energfa y de requerimientos (Barrios-

Gonzilez et al, 1993).

Esta revisiéon mira varios metabolitos secun-
darios producidos por tecnologia de FES (ver
tabla 1), explora las ventajas de éste proceso so-
bre el sistema convencional de FLS y mira las
dificultades asociadas con la produccién de
metabolitos secundarios a gran escala con FES.

Acido giberélico

Elcido giberélico (AG,) es producido en fase
estacionaria como un metabolito secundario
fungico Es ampliamente usado en agricultura
por su importancia econémica e industrial. El
AG, puede ser usado para terminar la
germinacién en semillas, promover la flores-
cencia o germinacién acelerada en la industria
cervecera (Balakrishnan and Pandey 1996). El
AG,; se produjo primero por fermentacién li-
quida usando Gibberella fujikuroi or Fusarium
monifornte. La Produccién en FES esti siendo
investigada por muchas razones. Una de ellas
es el alto costo de produccién del AG, usando
FLS debido a los bajos rendimientos y extensi-
vos procesos de separaciéon. La FES ha mostra-
do mayor rendimiento en concentracién de
AG;, con minima produccién y costos de ex-
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tracciéon (Balakrishnan and Pandey 1996:
Bandelier et al. 1997: Tomasini et al. 1997).

Bandelier et al. (1997) produjeron 300 mg
de AG,/kg de materia seca, usando granos de
harina, al 10-dia de fermentacién, comparables
con 240 mg/kg de materia seca, en 36-h de fer-
mentacién, obtenidos por Tomasini etal. (1997),
usando casava. Esos resultados contrastan con
23 mg AG,/1 producidos en fermentacién li-
quida por Tomasini et al. (1997) en 120 h.
Balkrishnan and Pandey (1996) compararon el
rendimiento en FES y en FLS, mostrando que
la FES produce 3.5 mas de AG, cuando se afia-
de almidén soluble.

Como el AG, tiene amplio uso y gran im-
portancia econémica, una produccién mas efi-
ciente y en mayor volumen serin bienvenidas.
Los experimentos a pequefa escala muestran
resultados promisorios, con mas altas cantida-
des de produccién en cortos periodos de fer-
mentacién. Esos experimentos a pequefia esca-
la ilustran el potencial de la produccién de
metabolitos secundarios por FES.

Alcaloides del ergot

Los alcaloides del ergot han sido usados desde
1582, (mucho antes de conocer su identidad qui-
mica), para inducir contracciones uterinas du-
rante el parto (De Groot et al. 1998) y es produ-
cido por el Claviceps spp y algunas cepas de
Aspergillus Penicillium y Rhizopus spp (Peraica et
al. 1999). Se han usado con éxito para tratar en-
termedades como la angina de pecho, la hipertonia
entérica, migrafas, etc (Demain 1999). Los
alcaloides del ergot también han sido usados para
tratar enfermedades infecciosas tales como glau-
coma y herpes zoster. El alucinégeno LSD,
dietilamida del dcido lisérgico es el alcaloide deri-
vado del ergot mas conocido (De Groot et al.
1998). El tartrato de ergotamina es usado hace
mucho como una droga farmacéutica.

La produccién de alcaloides del ergot por
FES ha demostrado ser 3.9 veces mayor que la
producida por C. fusiformis en FLS (Hernandez
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et al. 1993). El uso de antiespumantes quimi-
cos y la rata de cizalladura causada por la agita-
cidn, evitan la alta produccién en FLS. Por FES
también se obtiene una mejor circulacién del
aire, incrementando por consiguiente el rendi-
miento (Balakrishnan and Pandey 1996). Por
disminucién de los costos y de los problemas
asociados con los antiespumantes quimicos, y
maximizando el rendimiento, la FES parece ser
una opcidn viable para escalar la produccién de
los alcaloides derivados del ergot

Surfactina

La Surfactina se descubri6 en 1968. Su nom-
bre se debe a su actividad surfactante (Peypoux
et al, 1999) y es uno de los mis poderosos
biosurfactantes conocidos. También es usado
como inhibidor de coagulacién (Arima et al,
1968), y puede lisar eritrocitos y los
estereoplastos y protoplastos de algunas bacte-
rias (Ohno et al, 1995).

Las actividades surfactante (Cooper et al,
1981) y antibiética (Bernheimer and Avigad,
1970)de la Surfactina son las causantes de la gran
demanda de produccién de esa sustancia. La pro-
duccién de Surfactina ha sido principalmente
obtenida en condiciones de fermentacién liqui-
da sumergida (FLS) en un medio con requeri-
mientos adecuados para el Bacillus spp, que aun-
que simple es costoso. Esto llevo a experimentar
en cultivos agricolas (Peypoux et al, 1999).

La Surfactina es capaz de reducir la tensién
superficial del agua desde 72 nM/m? a 27 nM/
m’ (Ohno et al, 1995) pero éste constituyente
es solo una pequena fraccién de los metabolitos
secundarios producidos por el Bacillus spp. E1 B.
subtilis MTCC 2423 produce casi 1 g de
biosurfactante en 96 horas: y esto ha hecho que
se investigue en maximizar la produccién de
Surfactina por medio de la FES. La demanda
de Surfactina y la alta produccién que la FES
produce, significa que si la produccién a gran
escala puede lograrse con ésta tecnologia, un
gran mercado podra hacer de éste un método
muy atractivo econémicamente.
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Tabla 1. Algunos metabolitos secundarios producidos por fermentacién en estado sélido.

PRODUCTO

Actinorhodina
metilenomicina

Aflatoxina
Aflatoxina
Antibiotico
Endotoxinas
bacteriales
Cefalosporina
Cefalosporina

Alcaloides del
ergot

Acido giberélico
lturina

Micotoxina
Micotoxina

Micotoxina

Micotoxina
Oxitetraciclina
Penicilina

Intermediarios de
esteroides

Surfactina
Tetraciclinas

Tetraciclina,
clorotetraciclina

Zearalenona

MICROORGANISMO

Srteptomyces coelicolor

Aspergillus niger

A. panasitus
Alternaria brassicola
Bacillus thuringiensis

Streptomyces

Streptomyces clavuliqgerus

Claviceps fusitormes,
C. pupea

Fasariam monoli/orme.

Gibberlla fujikuroi
Bacillus subtilis

Aspergillus flavus

A. niger

Penicilliurn viridicatum,

A. ochraceus

Varios microorganismos

Streptomyces rimoins

Penicillium chrysogenum

Mycobacterium

Bacillus subtilis

Aspergillus

Streptomyces viridifaciens

Fusarium moniliforme

SUSTRATO
Agar

Casava
Arroz, maiz, manf
Harina, tusa de maiz

Coco

Granos de arroz
Barley

Bagazo

Granos de trigo

Okara

Tusa de maiz, harina, avena
Casava

Harina, tusa de maiz, arroz.

Soya

Bagazo

Soya

Papa dulce

Papa dulce

Tusa de maiz
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Antibidticos

Los Antibidticos son productos de la fer-
mentacién y son producidos en fase estacio-
naria, generalmente en respuesta a condicio-
nes de estrés (Asanza Teruel et al, 1997). Ellos
pueden ser definidos como productos orgini-
cos naturales de bajo peso molecular (meta-
bolitos secundarios) producidos por microor-
ganismos y los cuales son activos contra otros
microorganismos a bajas concentraciones (De-
main, 1999). Se pueden producir ya sea por
procesos de fermentacién, de sintesis o de se-
misintesis. Los Antibidticos se requieren en
muchas cantidades en la lucha continua con-
tra las enfermedades bacteriales y de ahi que
las investigaciones estén concentradas en ob-
tener altas concentraciones de ellos con bajo
gasto energético. Los Antibidticos se han ob-
tenido tradicionalmente por fermentacion li-
quida o FLS, pero la produccién tiende a ser
baja con relacién al gasto energético y se re-
quiere un extensivo proceso de separacién y
purificaciéon (downstream) (Balakrishnan and
Pandey, 1996; Bandelier et al, 1997; Tomasini
et al, 1997). Se ha encontrado que la actividad
de los Antibiéticos decrece después de una pro-
longada incubacién durante la fermentacién
liquida, debido a autolisis celular (Yang and
Ling, 1989). Como se requieren grandes can-
tidades de antibidticos a escala mundial, la pro-
duccién de esos metabolitos secundarios por
FES permite obtener un producto mas con-
centrado. No siendo la esterilidad del produc-
to un parametro, hay una real posibilidad de
que ésta tecnologia se pueda usar una vez su
escalamiento se haya optimizado.

Cefaminina C.

La Cefamicina C (Cet C) es un antibiético
b-lactimico de amplio espectro producido por
una variedad de organismos, que incluyen la
Nocardia lactamdurans, Streptomyces catteya y S.
clauverigerus. Esta es usada como droga bisica
para la semisintesis de productos como
cefotoxina y cefametadazol.
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El uso de la tecnologia de FES para la pro-
duccién de Cet C se ha investigado porque la
produccién tradicional por medio de FLS requie-
re mucho gasto energético. Kota and Sridhar
(1998) mostraron que la CEF C producida por
FES es un antibiético mis estable que el obteni-
do por FLS. La fermentacién se hizo sobre hari-
na cruda, empezando la produccién de Cef C a
los tres dias y alcanzando su maximo de produc-
cién a los 5 dias. La adicién de torta de algodén
desengrasada y granos de maiz incrementaron
la produccién. Balakrishnan and Pandey (1996),
quiénes también suplementaron con almidén,
soportaron este hallazgo. Las condiciones de tem-
peraturay pH para la producciéon de CEF C fue-
ron las mismas que las usadas para la FLS (Kota
and Sridhar, 1998) aunque mantener una tem-
peratura uniforme fue dificil.

Penicilina

La penicilina se obtuvo primero a partir de
una cepa aislada de Penicillium notatum, pero hoy
se produce a partir de una cepa aislada altamen-
te productora de P chrysogenum (Balakrishnan
and Pandey, 1996; Penalva et al, 1998). Las pe-
nicilinas, incluyendo las cefalosporinas,
carbapencinas y monobactams, son bién cono-
cidos como antibidticos b-lactimicos. La pro-
duccién de penicilina por medio de FES es alta
en rendimiento en un corto periodo de tiempo

(Balakrishnan and Pandey, 1996).

Barrios-Gonzilez et al (1993), ilustraron
como altas cantidades de penicilina se obtienen
en corto tiempo por FES, un atributo muy be-
néfico cuando se trata de producir uno de los
antibidticos de mayor uso en el mundo. Bajo
condiciones de FLS, un maximo valor de 9,8 mg/
I se obtuvo, mientras que por FES se obtuvieron
13 mg de penicilina/l. Esto ilustra la ventaja eco-
némica de la FES si se optimiza a gran escala.

Ciclosporina A

La Ciclosporina A (Cic A) es un undecapep-
tido ciclico que se usé primero como un pépti-
do antiftingico a partir de Fusariun solani, Neocos-
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mospora varinfecta y Tolypocladium inflatun (Sekar
and Balaraman, 1998; Sekar et al, 1997). Se
encontré que éste antibidtico tiene actividad
antifiingica, antiparasitaria, antiinflamatoria e
inmunosupresiva. Se ha usado exitosamente en
pacientes transplantados del corazén, higado y
rifién, con ventas por encima de US$1 billén
en 1994 (Balakrishnan and Pandey, 1996; De-
main, 1999) y con un potencial de incrementar
este panorama utilizando una produccién con
rendimiento mas ripido por medio de le FES.
La Cic A ha sido producida principalmente por
FLS pero también puede ser producida sintéti-
camente, lo cual es complejo en comparacién
con la FES. Debido a lo complejo del proceso
sintético, la atencién se ha tornado hacia la FES
para una mis alta produccién de ésta droga
(Ramana Murthy et al, 1999).

Ramana Murthy et al (1999) produjeron Cic

A bajo FES usando una cepa mutante de 1. in-
flatun. La cepa mutante fue capaz de producir
1.031g mas 6 menos 12 mg de Cic A/kg de ha-

rina de salvado dos veces mis comparado con

lo que se ha producido con harina bajo FLS (Ba-

lakrishnan and Pandey, 1996). A través de la FES

existe la posibilidad de obtener mas Cic A co-

mercialmente disponible e incrementar las po-

sibles ventas del mismo.

El uso de la FES ha sido investigado por su
produccién con altos rendimientos. Sekar and
Balaraman (1998) usaron harina de salvado
como sustrato s6lido, y recorrieron el efecto de
algunos parimetros como perforaciones en los
lechos de la FES, espesor del sustrato sélido, tipo
de in6culo y humedad, que incidieron sobre la
produccién de Cic A. La optimizacién de los
pardmetros de la FES puede incrementar la pro-
duccién de Cic A y otros antibidticos.

Tetraciclinas

Las tetraciclinas son antibidticos de amplio
espectro, comtinmente producidos por FLS con
un gran gasto energético y una alta producciéon
de desechos. Ellas pueden ser usados contra bac-
terias gram positivas y negativas, coccidios,
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tricomonas, amibas, micoplasmas y balantidi.
Las tetraciclinas trabajan inhibiendo la forma-
cién de un complejo necesario de los ribosomas,
el mRNA y el aminoacil tRNA (Yang and Ling,
1989).

Yang and Ling, (1989) mostraron que la
tetraciclina puede ser producida en 3 dias de
fermentacién sobre residuos de papa dulce, al-
canzando un maximo valor a los 5-6 dias. La
produccién de tetraciclina por FLS decrece des-
pués de una fermentacién prolongada, debido
a autolisis celular. Yang and Ling, (1989) reco-
nocieron la habilidad de la FES para producir
un antibidticos mas estables, con gran poten-
cial de almacenamiento.

Oxitetraciclinas

La produccién de oxitetraciclinas en FLS
también ha mostrado una disminucién en su
rendimiento debido a autolisis celular. La pro-
duccién de oxitetraciclina bajo condiciones de
FES da lugar a un producto mis estable. Yang
and Wang (1996) encontraron una correlacién
positiva entre fragmentos largos de micelio y el
rendimiento de antibidtico. Esto provee un
buen indicador de la actividad del antibidtico en
tales sistemas.

Iturina

La Iturina es un antibidtico antiftingico pro-
ducido por Bacillus subtilis (Balaakrisnan and
Pandey, 1996) y se ha mostrado en ensayos de
campo, que es muy efectivo contra plantas
patégenas. La Iturina es un heptapéptido cicli-
co (ver figura 1) de a-aminoacidos conectados
a una larga cadena de B-aminodcidos (Ohno et

al, 1992% b, 1993, 1996).

RCHCH,CO—»L-Asn ——D-Tir ——D-Asn

I—|IN—L—Ser «——D-Asn«—L-Pro«——VL-Glic
R es un &cido graso con una cadena lateral de un
-amino &cido

Figura 1. Estructura de la Iturina.



FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO

Ohno et al (1992b, 1993, 1996) usaron resi-
duos de soya prensada, conocido como okara y
tradicionalmente quemado como un desecho
industrial. El potencial de okara como un
sustrato en FES para la produccién de Iturina

tue estudiado por Ohno et al (1993).

Ohno et al (1993) mostraron que la produc-
cién total de Iturina fue superior en FES com-
parada con la FLS. La productividad de Iturina
(por gramo de cultivo hiimedo por dia) fue 1,0-
1,65 mg, 0,5-1,0 mg y 0,55-0,8 mg en 15 g,
100-500 g y 3 kg de fermentacién en procesos
de FES. Ohno etal (1993) también notaron que
la Iturina producida por FES tenfa una fuerte
actividad antibidtica, debido a que el antibiético
tenfa una cadena lateral mas larga.

La mixima produccién de Iturina ocurrié en
FES después de 2 dias, comparado con 5 dfas
en FLS, y la FES se encontré ser 6-8 veces més
eficiente (Balakrisnan and Pandey, 1996; Ohno
et al, 1992a). Ohno et al (1992%) también de-
mostraron que la extraccién de Iturina fue
mucho mais simplificada en FES y requiere
menos solvente.

Makkar and Comeotra (1999) reportaron
que la rata de crecimiento del Bacillus subtilis y
la formacién de Iturina fueron mucho mayo-
res cuando se uso desechos industriales que un
medio sintético. Las melazas son el medio so-
porte sélido usado en la India para la produc-
cién de Iturina, principalmente debido a su bajo
precioy a la presencia de azticares y otros com-
puestos esenciales (Nigam, 1994).

Principales conclusiones

El uso de la FES para la produccién de
metabolitos de valor comercial estd subutilizada
hasta el presente, porque hay una fuerte prefe-
rencia por las fermentaciones liquidas, familia-
res y convencionales. Su tardanza a ser adopta-
da por la industria parece extraiio, dado que la
investigacién en FES muestra altos rendimien-
tos en cortos perfodos de tiempo. Es facil ver
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como la FLS prevalece atn para la producciéon
de metabolitos secundarios: esta es un técnica
familiar, escalar del laboratorio a nivel indus-
trial es mis simple que en la FES, con
pardmetros que son mds ficiles de monitorear
y controlar. Sin embargo hay problemas aso-
ciados con la produccién de metabolitos secun-
darios en la FLS, tales como las fuerzas de
cizalladura, el incremento en la viscosidad de-
bido a la secrecién de metabolitos y la reduc-
ci6n de la estabilidad de los metabolitos; y hay
un incremento demandante en la ciencia rela-
cionada con la produccién de antibiéticos, por
el incremento en la demanda y por los casos de
resistencia a los antibidticos. Por tanto, el uso
de la FES puede ser considerado por la indus-
tria, especialmente cuando se requiere gran can-
tidad de metabolismos secundarios, en cortos
periodos de tiempo, con minimos desembolsos
relacionados con los medios y procesos de se-
paracién.

Aunque la FES puede ser una tecnologfa po-
sible para incrementar los rendimientos, los pro-
blemas ocurren cuando los experimentos son
escalados. Una buena mezcla como la alimenta-
cién del bioreactor por lotes es dificil de operar a
gran escala, pero un bioreactor de flujo continuo
puede ser mucho mejor industrialmente, con
mucha mayor produccién comparada con la FES
por lotes. Aunque la FES produce un producto
mas concentrado que la FLS, se difunde a través
del medio sélido y por lo tanto se requiere ex-
traccién. Al extraer grandes cantidades de soli-
dos, se pueden extraer impurezas mas concen-
tradas, con costos de purificaciéon proporciona-
les a la concentracién de éstos compuestos iner-
tes. Esto puede llevar a un incremento en los
costos de recuperacién, especialmente para la
recuperacién de metabolitos secundarios, cuya
pureza es estrictamente regulada por las agen-
cias gubernamentales. Con la remocién del agua
libre, se recupera un producto mas concentra-
do, pero la dificultad de separar el medio sélido
del producto, puede oponerse a esta ventaja.
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El escalamiento de la FES también puede
tener un efecto deletéreo sobre la formacién de
los metabolitos secundarios. Los metabolitos
secundarios son extremadamente sensibles a
factores ambientales y esos factores son mais
dificiles de controlar en FES a gran escala. La
pérdida de humedad de la superficie a través del
soporte s6lido caliente, necesita ser monitoreada
cuidadosamente.

Sibién se puede ver que la FES permite la
formacién de producto mas concentrado (y
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