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1. ¢ Qué caracteristicas tiene una fermentacion sumergida?
De acuerdo con Cruz Rosales (2021, pag. 20):
“La fermentacion sumergidal:]
1. involucra aquellos procesos que se realizan con los agentes biolégicos
inmersos en la fase acuosa [...]
2. Es un sistema homogéneo donde los nutrientes y los organismos vivos
[estan] uniformemente distribuidos debido a la constante agitacion [...]
3. [es facil] controlar parametros como temperatura, aireaciéon y pH, lo que
procura el mantenimiento mas estable del medio de crecimiento [...]
4. repetitiva, reproducible y facil de monitorear [...]
5. [se forman] pellets, lo que facilita la separacion del micelio finalizada la
fermentacion”.

2. ¢Cuales son las caracteristicas y usos del acido citrico?

De acuerdo con Muinoz-Villa et al (2014, pag. 18-20):

“El acido citrico (acido 2-hidroxi-1,2,3- propanotricarboxilico), es uno acido organico
que puede ser considerado natural, sin embargo también puede ser sintetizado via
laboratorio, es un acido organico que se encuentra en casi todos los tejidos animales
y vegetales. Fisicamente es un polvo cristalino blanco que puede presentarse de
manera anhidra o como monohidrato, considerado un tri-acido carboxilico, su
estructura quimica se presenta en la Figura 1.
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Figura 1. Estructura quimica del acido citrico.
Para su produccién a gran escala se utiliza la fermentacion del hongo Aspergillus
niger entre otros métodos de obtencidén. Por su sabor agradable, baja toxicidad y
otras propiedades fisicoquimicas, el acido citrico es uno de los principales aditivos
alimentarios, usado como conservador, antioxidante, acidulante y saborizante de
alimentos, ademas es ampliamente usado en medicamentos”.

3. ¢Cuadl es el fundamento de la técnica de acido-3,5-dinitrosalicilico para cuantificar
carbohidratos reductores y la sensibilidad del método?
El acido-3,5-dinitrosalicilico reacciona con los azucares reductores (p. ej. glucosa)
para formar el acido 3-amino-5-dinitrosalicilico, un compuesto de color ambar cuyo
maximo de absorbancia esta a 540 nm. A cantidades conocidas, se realiza una
curva de calibracion para interpolar la concentracion de una muestra problema.
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Figura 2. Reaccion del acido-3,5-dinitrosalicilico con azucar reductor.
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4. ;En qué consiste el fundamento del conteo de esporas con la camara de Neubauer?
Incluir el diagrama del procedimiento
De acuerdo con el Laboratorio de Bioquimica Celular y de los Tejidos Il (fecha
desconocida):
‘La camara de recuento, Neubauer, es un dispositivo de precision hecho de
vidrio Optico especial. Se utiliza para contar células u otras particulas en
suspensiones bajo el microscopio. [...] también llamada, Hematocimetro es un
grueso portaobjetos de cristal, dividido en tres secciones, la seccion media a su
vez cuenta con un rayado fino formando una cuadricula de 3 mm x 3 mm
identificable facilmente al microscopio”.

En los cinco cuadrantes sefialados en la Figura 3, se cuentan las esporas que se
ubican en cada uno de los cuadrantes y se realiza un promedio.
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Figura 3. Esquema del conteo de esporas con la camara de Neubauer, imagen
tomada de Olivera-Angel et al (2014).

5. ¢Qué microorganismos se utilizan en la industria para producir acido citrico?
Mencionar géneros y especies
De acuerdo con Lépez Rios et al (2006, pag. 40): “Entre los microorganismos
capaces de producir y acumular acido citrico se encuentran las especies de los
géneros Aspergillus, Citromyces, Penicillium, Monilia, Candida y Pichia. Las
especies de Aspergillus negros y especialmente Aspergillus niger, son las mas
empleadas en este tipo de produccion; las mas efectivas son las que presentan baja
actividad de las enzimas isocitrato deshidrogenasa y aconitasa hidratasa y una alta
actividad de la citrato sintetasa”.

6. Investiga el significado del acrénimo GRAS (Generally Recognized as Safe) "

De acuerdo con el Ministerio de Comercio Exterior y Turismo de Peru (2018 , péag.
9): “GRAS es un acronimo de la frase Generalmente Reconocido Como Seguro .
Segun las secciones 201(s) y 409 de la Ley Federal de Alimentos, Medicamentos y
Cosmeéticos (la Ley), cualquier sustancia que se agregue intencionalmente a los
alimentos es un aditivo alimentario, que esta sujeto a revision y aprobacion previa a
la comercializacion por parte de la FDA, a menos que la sustancia generalmente se
reconoce, entre expertos cualificados, que se ha demostrado adecuadamente que
es seguro en las condiciones de uso previsto, 0 a menos que el uso de la sustancia
esté excluido de la definicién de aditivo alimentario”.

Francisco de la Pena



CUESTIONARIO |
LABORATORIO DE BIOSINTESIS Y BIOTECNOLOGIA - SEMESTRE 2024-|

¢ Por qué Aspergillus niger es un microorganismo util para producir acido citrico?

De acuerdo con Lépez Rios et al (2006, pag. 40): “[porque] presenta baja actividad
de las enzimas isocitrato deshidrogenasa y aconitato hidratasa y una alta actividad
de la citrato sintetasa”.

¢ Cuantas y cuales son las etapas para la obtencién de acido citrico por biosintesis
microbiana? incluir imagen de procedimiento
De acuerdo con Gardufio Torres y Maldonado Valenzuela (1984):

e Seleccion del microorganismo productor: Se elige una cepa de
microorganismo adecuada para la produccion de acido citrico. El
microorganismo mas comunmente utilizado es Aspergillus niger, una especie
de hongo filamentoso que es un productor natural de acido citrico.

e Preparacion del medio de cultivo: Se prepara un medio de cultivo
adecuado que contenga nutrientes esenciales para el crecimiento y la
produccion del microorganismo. El medio debe proporcionar una fuente de
carbono y otros nutrientes necesarios para el metabolismo microbiano.

e Inoculacién: El microorganismo seleccionado se introduce en el medio de
cultivo en una etapa temprana. Esto se realiza mediante la transferencia de
esporas o células de cultivos previos al nuevo medio.

e Fermentacion: El cultivo se lleva a cabo en un fermentador, donde se
controlan las condiciones de temperatura, pH, agitacién y suministro de
oxigeno. Estas condiciones éptimas permiten que el microorganismo crezca
y produzca acido citrico de manera eficiente.

e Monitoreo y ajuste: Durante la fermentacion, se monitorean constantemente
los parametros del cultivo, como la concentracion de biomasa, el consumo de
nutrientes y la producciéon de acido citrico. Si es necesario, se realizan
ajustes en las condiciones para optimizar la produccion.

e Extraccion y purificacion: Una vez que la producciéon de acido citrico ha
alcanzado niveles significativos, se procede a la extraccion del acido citrico
del medio de cultivo. Esto puede implicar filtracién, separacion de biomasa y
procesos de purificacion quimica para obtener el producto en forma mas
concentrada y pura.

e Recuperacion del producto: El acido citrico recuperado se purifica y
cristaliza para obtener la forma deseada del compuesto. Esto puede
involucrar procesos de precipitacion y filtracion.

e Secado y envasado: Los cristales de acido citrico obtenidos se secan para
eliminar la humedad y luego se envasan en condiciones adecuadas para su
almacenamiento y distribucion.

e Tratamiento de residuos: Se gestionan de manera adecuada los
subproductos y los residuos generados durante el proceso de produccion
para minimizar el impacto ambiental.

Es importante sefalar que las etapas exactas pueden variar segun el
microorganismo utilizado, el proceso de produccion y las tecnologias especificas

involucradas en la biosintesis de acido citrico.

¢ Qué sucede metabolicamente en el ciclo de krebs cuando Aspergillus niger se
encuentra con una condicion de estrés por falta de hierro?
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Como podemos observar en la Figura 4, la la aconitasa es una enzima principal en
el ciclo de Krebs que posee una funcién secundaria.
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De acuerdo con Mansilla Marchetti (2017): “Esta enzima es importante porque se ha

demostrado que es un regulador de la expresion genética, con una dimerizacion

dependiente de hierro. En las levaduras es importante para el mantenimiento y

asociacion del ADN mitocondrial mediante la formacién de nucleoides”.

Por tanto, la deficiencia de hierro provocaria una ralentizacion en el metabolismo de

Aspergillus niger, y la activaciéon de mecanismos metabdlicos secundarios.

10. Elabora un cuadro comparativo con las diferencias entre los metabolitos primarios y
los metabolitos secundarios.

Metabolitos primarios Metabolitos secundarios
Se consideran esenciales para los No juegan un papel en el crecimiento,
microorganismos para un crecimiento desarrollo y reproduccion, y se forman
adecuado. Se le conoce como un durante el final o cerca de la fase
metabolito central. estacionaria del crecimiento.
Se forman durante la fase de Normalmente se forman durante el final
crecimiento como resultado del o cerca de la fase estacionaria del
metabolismo energético, y se crecimiento
consideran esenciales para un
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crecimiento adecuado

Ejemplos de metabolitos primarios Compuestos organicos producidos a
incluyen alcoholes tales como etanol, través de la modificacion de metabolitos
acido lactico y ciertos aminoacidos sintasas primarias.

Otro ejemplo de metabolito primario Ejemplos de metabolitos secundarios
comunmente utilizado en microbiologia | con importancia en microbiologia
industrial incluye el acido citrico. El industrial incluyen atropina y

acido citrico, producido por Aspergillus | antibiéticos como eritromicina y

niger, es uno de los ingredientes mas bacitracina.

utilizados en la produccion de
alimentos. También se usa
comunmente en las industrias
farmacéutica y cosmética.

Cuadro comparativo elaborado a partir de Boundless (2017) Microbiology.
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