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INTRODUCCION. 

Uno de los grandes problemas que afronta el país es, sin

duda, el alto volumen de importaciones de manufacturas y m& 

terias primas, y de estas altimas, las de la rama de produc

tos químicos producen una fuerte fuga de divisas, desequili

brando la balanza comercial del país. 

El glutamato mojaos6dico es de los productos químicos de

importaci6n que ocupa de los primeros lugares en cuanto al

valor de la compra, siendo el ácido glutámico el antecesor

injuediato en la formaci6n del glutamato monos6dico, se pre- 

ienta la vialidad del estudio para la obtenci6n del mismo, 

mediante la tecnología adaptada a los recursos que se tienen. 

La obtenci6n es por medio de diferentes mieroorganismos, 

ya que así lo han demostrado numerosos estudios reportados - 

al respecto, principalmente en el Jap6n, los cuales han uti- 

lizado diferentes tipos de sustrato, desde glucosa, melazas, 

hasta derivados del petr6leo. ion esto se presenta la alter- 

nativa de utilizar productos de desecho, o secundarios que

abatirán los costos de producci6n, y con derivados del petr6

leo. 

El descubrimiento del glutamato monos6dico fue hecho por

K. Ikeda en 1908, siendo la industria alimentar¡& la princi- 

pal consumidora. La demanda aument6 principalmente después - 
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de la segunda querra mundial, y en consecuencia se tiene la

necesidad de encontrar mejores métodos de obtención, siendo

dos los métodos encontrados, el primero consiste en la con~ 

versión bioquímica, mediante el empleo de un microorganismo, 

y la segunda por síntesis química, esta átlima con el pro— 

blema del racemato formado, pues la forma activa es la leyó

gira. En 1957, dos grupos de investigadores, en forma inde- 

pendiente, encontraron una bacteria capaz de producir ofi— 

cientemente el ácido L- glutámico a partir de glucosa y una

sal de amonio. Micrococcus glutamicus es el primer microor- 

ganismo usado para la fermentación directa a escala indus— 

trial del ácido L- glutámico por Kyowa HaKXo Co. Ltd., des— 

pués de este suceso, se aesarrollaron diferentes métodos de

fermentación para satisfacer la gran demanda mundial del -- 

glutamato monos6,lico. 

Este estudio parte de glucosa como sustrato y mediante - 

la utilización de una bacteria que es Mierocoecus glutami— 

CUS. 
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1. 0 Condiciones de cultivo. 

1. 1 Fuente de carbono. 

a fuente de carbono no s6lo sirve para proporcionar las

unidades de carbono que se requieren para la formaci6n del

ácido glutámico, sino también para satisfacer los requeri— 

míentos de energía para su biosíntesis. La glucosa, sacaro- 

sa, fructosa, maltosa, ribosa, y xilosa pueden ser usadas - 

como fuente de enr;ría y de carbono. Principalmente son usa- 

das la glucosa y la sacarosa. Pra fines industriales se em- 

plean hidrolizados de melazas, requiriéndose una técnica es

pecífica por su alto contenido de biotína. 

1. 2 Fuente de nitr6geno. 

El nitr6geno, al igual que el carbono, es un constituyen

te principal en la obtenci6n del ácido glutámico. La fuente

puede ser inorgánica u orgánica, siendo los cloruros, sulfa

tOs Y fosfatos de amonio y la urea, respectivamente, los -- 

más utilizados. Durante la biosíntesis se requieren grandes

cantidades de i6n amonio, que se va agregando en pequeñas - 

cantidades, ya que altas concentraciones del mismo producen

inhibici6n de la producci6n del ácido glutámico, 

1. 3 Sales inorgánicas. 

Los iones inorgánicos generalmente usados en el medio, - 
4 + + 

son los cationes K ' Mg ' Fe++, y Mn++, y los aniones POz
4 1

SO4 y Cl-. Lab cantidades aproximadamente son; de 0. 05 al - 

0. 2% de KH2 PO4 y de K2 HPO4 , del 0. 025 al 0. 1% de MgSO4. 7H201
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del 0. 0005 al 0. 01% d é-- FCS04. 7H20. y del 0. 0005 al 0. 005% de

Mn8o4* 4H20 . Los iones fierro, potasio y manganeso, son facto

res determinantes, especialmente este ( iltimo, para la produc

ci6n del ácido glutámico. ( 13). 

Es necesaria mayor cantidad de iones potasio para la pro- 

ducci6n del ácido glutámico que la requerida para el creci— 

miento de las células; Begán estudios de Shiio ( 13) se re— 

quiere cerca del 0. 01% de potasio para el crecimiento, mien- 

tras que es necesario del 0. 02 al 0. 1% de potasio para la -- 

producci6n del«ácído glutámico, siendo proporcional la canti

dad de ácido glutáaico producido a la cantidad de potasio. 

Existen otras bacterias que requieren ciertas cantidade-z de

otros iones como el zinc para Mierobacterium ammonia2hilum; 

y cobalto para Coryneoacterium alkanolyticuin. ( 2). 

1. 4 Factores de crecimiento. 

El principal factor es la biotina durante la producci6n

del ácido glutámico, siendo éste esencial para las bacterias

productoras de ácido glutámico La concentraci6n de biotina

para la produccí6n de ácido glut.ámíco debe ser inferior a la

necesaria para el crecimiento. Algunas cepas requieren ade— 

más de biotina, tiamina y cistina. 

1. 5 Otros componentes. 

La adici6n de citratos tiene ioá finalidades, que son: la

de inhibir el crecimiento de bacteri6fat5os du-rante la fermen

taci6n y como precursor en la biosíntesis del ácido glutámi- 
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co, como se verá en la ruta metab6lica. ( 2, 4). También se

pueden utilizar ácido oxálico, polifosfatos y ácido cítrico. 

13). 

1. 6 El pg. 9 ncial hidrógeno. 

El pH 6ptimo para el crecimiento de la bacteria producto- 

ra de ácido glutámico se encuentra entre siete y ocho. Duran

te la fermentación se ajusta frecuentemente el pH del medio, 

tendiendo éste a bajar por la formación del ácido glutámico

u otros ácidos.( 13). 4a adición constante de hidróxido de a- 

monio cumple dos funciones, una la de ajustar el pH y la de

proveer de nitrógeno. La urea puede reemplazar al hidróxido

de amonio, debido a que las bacterias productoras de ácido

glutámico poseen ureasaI,(fig. lM11, 13). 

1. 7 Acreaci6n y agitación. 

El valor K . ( coeficiente de transferencia de oxígeno) 6p - 

timo en el proceso es de 3 a 5 x 10- 6mol 02/ ata. min. ml.( 13). 

En condiciones deficientes de oxígeno, la producción de áci- 

do glutámico disminuye y aumenta la cantidad de ácido lácti- 

co y ncido suecínico; si la cantidad de oxígeno se incremen- 

ta la concentración de ácido cetoglutárico aumenta.- Lo- ade-- 

cuado es -mantener baja la aereaci6n durante la faLe de cree¡ 
11— - 

miento, seguida del nivel normal de aire en la fase estacio- 

naría.( 13, 18). 

1. 8 Te* peratura. 

7La temperatura óptima para la fermentación es de 300 a 35- 
C. Cuando las temperaturas de propagación y la de producción



son las mismas. el rendimiento de ácido glutámico aumenta, - 

pero si étas fuesen diferentes, el rendimiento sería menor. 

11, 13). 

7—Es necesario mantener la temperatura óptiaa constante, de

bido a que cambios en ésta provocan que los requirimientos - 

nutricionales varíen, además de desviaciones en la biosínte- 

sis como acumulaci6n de ácido lácrico.( 13). 

2. 0 -Mecanismo bioquímico de acumulaci6n. 

2. 1 Ruta metab6lica. 

En varios mieroorganismos el metabolismo de glucosa es -- 

por medio de una cooperaci6n de funciones enrre la ruta Emb- 

den- Meyerhoff- Parnas ( EXP) y la desviacAn de la hexosa mono

fosfato ( HMD). la glucosa se convierte a piruyato, el que en

tra al cielo de ácido tricarboxílico ( TCA), formando ácido ~ 

cetoglutárico y eventualmente ácido glutámico. Con Microco— 

coecua glutamicus, se demuestra que el metabolismo de la glu

cosa es vía el citrato, y el glutamato se sintetiza por ami- 

nacAn reductiva del cetuglutarato.( fig. 2).( 13). 

La participaci6n de EMP y HMD sugiere la formac16n anaer6

bica del lactato y de las enzímas activas como la deshidroge

nasa de la glucosa 6 -fosfato y la deshidrogenasa del 6- fosfo

gluconato que generan el NADPH requerido para la aminaci6n - 

reductiva del cetoglutarato. 

En la biosíntesis de ácido glutámico, la fijaci6n del bio
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xido de carbono es selectiva, incorporándose al grupo alfa

carboxílico del ácido glutámico, ( fig. 3).( l3). Esta fija-- 

ci6n del C 02 en el piruyato forma parte del ciclo del glio- 
xalato, que suple al de los ácidos dicarboxíli¿os y ejerce

un efecto importante en la producci6n del ácido glutámico. 

Una característica de las oacterias productoras del ácido

glutámico es la deficiencia que presentan para oxidar el ce- 

toglutarato, ( tabla l). En consecuencia, el ciclo TCA blo--- 

queado por la oxidaci6n del ácido cetoglutárico, lo cual fa- 

vorece la formaci6n del ácido glutámico y previene una degra

daci6n posterior del alfa- cetoglutarato. La deficiencia de

Micrococcua glutamicus para oxidar el TCA se demustra debido

al efecto de la permeabilidad de la membrana celular hacia

estos ácidos, y la aursencíai. de- un sistema enzimático para

reoxidar el NADPEJ La oxidaci6n del citrato por un homogenei

zado de células ocurre solame4t e con la adici6n de coloran— 

tea de 6xido- reducci6n como el azul de metileno, ( fig. 4). 

El citrato formado dentro de las células no puede ser lioera

do ni oxidado por las mismab. Cuando se adiciona hidr6xido - 

de amonio, el citrato es transformado a glutamato por medio

de una oxidaci6n y aminaci6n reductiva, pudiendo así pasar - 

por la membrana celular. El fenomeno de acumulaci6n del áci- 

do glutamico puede ser un mecanismo de defensa de la célula

cuando existe una sobreproducci6n de citrato.( 13). 



La síntesis del ácido glutámico a partir de acetato se - 

observa en Brevibacterium flavum, y es postulada una modifi- 

caci6n al TCA, incluyendo la vía del glioxalato, como la vía

biosíntetica para el ácido glut. mico. ( tig. 5). 

Otra característica de la producci6n de ácido glutámico - 

es la acimilaci6n de nitrógeno, la adición de amon$ aco es - 

una parte importante del proceso. La foraaoí6n de ácido glu- 

támíco a partir de los áziaos tricarboxílicos se efetúa por

oxidación con deshidrogenasa del isocitrato y posteriormente

una aminací6n reductiva de la deshidrogenasa del glutamato, 

1.5). 

Las bacterias que sintetizan al ácido glutám1co poseén ac

tividad de NADP asociada con la deshidrogenasa del glutamato, 

tabla 2). Una mutante de Microcoecus glutamícus requiere á- 

cido glutámico y posee la deshidrogenasa del glutamato, ésto

evidencia la imporjaiLt..ía de la doble reacción para la bio --- 

síntesis del ácido glutámico. ( 13). 

Los cambios de energía libre asociados con los pasos del

citrato hacia el glutamato se pueden calcular empleando los

datos recopilados por Burt y Kreebs, expresados en la fig- 6. 

11). 

Se ooserva que la conversi6n del citrato y amoníaco en L- 

glutamato, es acompañada de una ganancia neta de energía de

13. 6 Kcal/ mol. El equilibrio de la reacci6n, tomado como un

sistema aislado, está a favor de la sínuesis del L- glutamato. 
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tIte experimento se realiz6 en condiciones anaerobias. Bajo

condiciones aerobias, el BADPH presente en la célula es Oxi- 

dado contínuamente por oxígeno molecular vía el sistema oxi- 

dativo terminal, como lo demuestra la fig. 7. 

La ganancia neta de energía en esta reacci6n promueve ¡ a

oxidaci6n de algún suBtrato enzimáticamente enlazado con el

NADP. ( 11). 

En ausencia de amoníaco, la glucosa se oxida a cetogluta- 

rato, ésto prueba la existencia de un sistema enziaático oxi

dativo asociado con la reacci6n de la fig. 7. La reacci6n -- 

cojapleta en el proceso es el NADP asociado a la deshidrogena

ci6n del isocitrato y su regeneraci6n por oxidaci6n. 
Este -- 

mismo sistema oxidativo terminal, es posible con la deshidro

genaci6n del L- glutamato. En este caso la ganancia neta de - 

energía es adecuada para cambiar el equilibrio de la reac—- 

ci6n ( 6e) hacia la producci6n del cetoglutarato. Aquí se pre

senta la dificultad para explicar c6mo el L- glutaaato puede

permanecer inerte a la oxidaci6n por la abundancia de aire. 

Considerando priaero la oxidaci6n del citrato, el paso de la

deshidrogenaci6n implica la suma de la reacción, fig. 8. 

La relaci6n de oxidaci6n entre el citrato y el L- glutama- 

to debe estar en equilibrio con el NADPE, figs. 6e y 8; por

lo tanto, la relaci6n de oxígeno absorbido es menor respecto

a la del citrato. La comprobaci6n es la incubaci6n ariaerobia

prolongada de células intactas de Brevibacterium flavua en - 
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L- Slutamato, aidíéndose pequeñas cantidades de cetoglutarato. 

11). 

2. 2 Funci6n- de la biotina. 

CO. tra característica en la obtenci6n de ácido glutámico, - 

es el efecto de la biotina en la producci6n del aminoácido. 

Diversos microorganismos necesitan biotína para producir Aci

do glutámico. Con un exceso de biotina el crecimiento bacte- 

riano es abundante, pero la producci6n de ácido glutámico -- 

disminuye, y se presenta aumento en la concentraci6n de áci- 

do láctico y ácido cetogiatárico. La concentraci6n 6ptima de

bíoti,na para lograr la máxima producci6n de ácido glutámico

es menor a la requerida para obtener el aáximo de crecimíen- 

to microbiano_._En la tabla 3 se demuestra el efecto de la 4, 

biotina en la producci6n del ácido glutámico por MicrocOccus

glutamicua. ( 2, 11, 13). 

La biotina puede ser reemplazada parcialmente por el áci- 

do aspártico y el ácido oleico. La tiamina y la riboflavina

se han utilizado en mutante que requieren estas vitaminas

junto con biotina; cuando las cantidades son limitadas, la

concentraci6n del ácido glutámico aumenta y el crecimiento

bacteriano disminuye.( 11). 

Se ha estudiado la actividad de diferentes análogos de la

biotina. La norbiotína tiene poca actividad para reemplazar

a la biotina, pero pueden hacerlo la destiobiotina, biotina- 

d- sulf6xido, sulfato de biotina y biocitina. La homobiotina



e.b inhibidora tanto del crecimiento bacteriano como de la - 

producción de áciao glatámico. 

Varios precursores de la biotina pueden reemplazarle, co

mo los ácidos 7, 8- diaminopelarg6nico, el 7- Ceto, 8- amínoPe- 

larg6nico, el 7 - amino, 8- hidroxípelarg6nico, 7 - amino, 8- cei, 

topelarg6níco, el 7, 8- dicetopelarg6nico, y el biotin- diami

nocarboxílico. La adición en concentraciones de 200 a ----- 

400, 000 > tg/ 1 seg(m el caso, produce ácido glutámico en con- 

centración mayor al 40% respecto a la glucosa consuaida. G3). 

Después de estudiar las actividades de estos precursores en

el crecimiento bacteriano y la producción de ácido glutámí- 

co, se presenta la posible ruta biosíntetica de la biotína

en la f i -.,r. 9. 

El ácido oleico reemplaza a la bíotina tanto para el cre- 

cimiento bacteriano, como para la producción de ácido gluté- 

mico, debido a jue no s6lo mejora la permeabilidad celkilar

sino también es un precursor de la biotina.( 13). 

En Mierobacterium aamoniaphilum se reemplaza a la bioti- 

na por ácido oleico contenido en tensoactivos como el mono

o trioleato s6rbico en concentraciones de 400 a 600 mg/ l. 

Se pienza que estos derivados del ácido oleico se hidroli- 

zan en la bacteria y el ácido oleico producido sustituye

a la biotina. Los ácidos grasos insaturados de C 181 COMO

los ácidos elaidínico, ácido vaccénico, ácido linoleico, á- 

cido linolénico, y el ácido hidroxioleico, en ciertas con— 
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3enuraciones reemplazan a la biotina para el crecimiento bat

teriano. Existen, otros compuestos que reemplazan a la bioti- 

na, como algunas hormonas de plantas, siendo el ácido indol- 

acético y el ácido 2, 4- diclorofenoxiacético, los más estu— 

diados en Brevibacterium lactofermentum. 

Se ha pensado que la biotina ejerce una regulaci6n en la

relaci6n HMD/ EMP en la glucolisis. El HAD provée al sistema

del NADPH requerido para la formaci6n del ácido glutámico. 

Se ha calculado la relaci6n HMD/ EMP en células intactas de - 

Brevibacterium flavum, marcando la glucosa en el carbono uno

o en el seis y midiendo la radiactividad del grupo carboxíli

co del piruvato en condiciones aerobias y con un inhibidor - 

metálico, siendo esta relaci6n de 10/ 90. Este resultado di- 

fiero con la suposici6n de la gran proporci6n de HMD en glu- 

colisis. La estimací6n del HMD se efectua en células ricas y

deficientes en biotina, siendo el porcejatáje de participa--- 

ción de cada una de, 38% en las ricas, y de 26% para las po- 

bres en oíotina. Por lo tanto, la biotina no afecta la rela- 

ci6n entre estas dos rutas metao6licas en glucolisís, pero

si ejerce una influencia en su velocidad.( 13). 

Con exceso de biotina la glucolisis aumenta produciendo - l 

grandes cantidad de piravato, que no puede ser completamente ; 

oxidado por la oxidasa del piruvato, convirtiéndose a lacta- 1, 

to y siendo excretado al medio. La biotina ejerce una influ~ 
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encia decisiva en el metab6lismo del piruyato, regulando la

proporci6n de oxidaci6n de los sustratos de carbono y deter

ainando la producci6n total de acido glutámico.( 13). 

Cuando la glucosa es oxidada en células ricas en biotina, 

se requiere cerca del 70% del oxígeno para su complete oxi- 

daci6n. Algunos ácidos orgánicos que no son permeables a la

membrana celular puede ser oxidados, exceptuendo al ácido - 

cítrico, al ácido cia- aconítico y al ácido cetoglutárico. - 

En células deficientes en oiotina la oxidaci6n de la gluco 

sa, acetato y succinato decrecen, pero si se adiciona NAD, 

se nota que los niveles de oxidaci6n se comparan con los de

las células & oundantes en biozina. Se cree que esta disminu

ci6n en la oxidaci6n se debe a las bajas concentraciones de

NAD y de NAJPH, ya que su concentraci6n es la mitad o cuar- 

ta parte respecto a las abundantes en biotina. 

En células de Mierocoecus glutamicus deficientes en bio - 

tina, se piensa que la oxidaci6n del acetato es baja y se - 

efect1a mediante la ruta del glioxalato. Este sistema, in- 

cluyendo los pasos de descarboxílaci6n oxidativa del oxalo - 

acetato, malato y piruyato, es de oxidaci6n completa dentro

dentro de la bacteria.( 13). 

El ciclo del glioxalato provée de los ácidos dicarboxíli

coa necesarios para la oíosíntesís del ácido glutámico, ~- 

siendo regulado por la concentraci6n ael acetato. La activi

dad de la enzima clave en este cielo es la liase del isoci- 



14 - 

trato, la que en células que crecen en glucosa y deficientes

en biotina es mínima.( 135. 

La disminución que se presenta en la oxidación del piru- 

v& to es como resultado de la disminución en la formación del

acetato y la baja en la inducción de la lisas del isocitrato. 

La lisas del isocitrato puede ser reprimida, como en otros - 

microorg&nismos, por succinato, el que se acumula pues dismi

nuye su oxidación en células abundantes en biotina. En célu- 

las pobres en biotina la desviación del cielo del glioxalatO

y la falta de un sistema completo de oxidación del acetato, 

favorecen la producción de ácido glutámico, incidiendo en el

flujo metab6lico del isocitrato al cetoglutarato y finalmen- 

te el glutamato. 

Algunas cepas en condiciones deficientes en biotina tie— 

nen actividad de liasa del isocitrato en un medio de glucosa. 

En estas cepas la acumulación del ácido glutámico se explica

mediante el ciclo del glioxalato si es suprime la descompo- 

sicí6n de los ácidos dicarboxílicon, malato y oxaloacetato

príncipaleante.( 13). Es importante noL&r que el ciclo del - 

glioxalato tiene una doble función, dependiendo del grado en

el cual pueden ser aescompuetsos el malato y el oxaloacetato. 

Una es la de completar el sistema de oxidación del acetato, 

y la otra, la de reforzar el sistema de biosíntesís del áci- 

do glutámico, tin Brevibacterium. flavum, la deshidrogenasa - 

del isocitrato es inhibida concertadamente por el glioxalato
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y el oxaloacetato, y la liasa del isocitrato es inhibida -- 

competitivamente por glioxalato, mal3to, oxaloacetato y ce- 

toglutarato. Esto sugiere que la acci6n de las dos enzimas

en el isocitrato es importante para mantener el balance me- 

tab6lico entro el ciclo TCA y el ciclo del glioxalato.( 13). 

Ha sido observada la regulaci6n alostérica de la carbo- 

xilasa del fosfoenolpiruyato y la cinasa del piruyato. La

primera, es activada por acetil- Co- A y 1- 6, difosfaco de --- 

fructosa, e inhibida por el aspartato, y la altiza se acti- 

va por el AMP y se inhibe por el ATP. Se piense que estos - 

controles son significativos para el equilibrio en la forza

ci6n de acetil- Co- A y el oxaloacetato, siendo éste importan

te para la biosíntesis del ácido glutámico. En la oxidaci6n

final de la glucosa, tanto los iones como la biotina actáan

como regulaaores de su actividad. 

La relaci6n de glucosa consumida en presencia de amonío

por células deficientes en oiotina es rápida, y la produc— 

ci6n de ácido glutámico es mayor que si en ausencia de amo- 

nio el consumo de glucosa oaja y aumenta la concentraci6n - 

de cetoglutarato, piruvato, acetato y succinato. La rela--- 

ci6n de oxígeno aberobido y glucosa consumida es presencia

de NH;«* es casi Uno; de otra manera, en su ausencia, esta - 
4

relaci6n es mayor a dos. En Micrococcue glutamicus la amina

ci6n reductiva del cetoglutarato caisi no es afectaja por la

presencia de oxígeno, produciendo una mayor proporci6n con
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la respíraci6n aerobia; se nota aquí la importancia del amo

niáco en el metabolismo aer6biCo de la gluCo8a.( 13). 

En la oxidací6n. de la glucosa se ha estudiado el efecto

de amoníaco por la cantidad de CO2 radiactivo que se des --- 
prende de glucosa -6- 14 C, demostrando que el amoníaco en las

células deficientes en biotina ejerce un efecto en la com— 

pleta oxidaci6n, a áiferencia de las células ricas en bioti

na, en. las que no se aprecia níngúin efecto.( Tabla 3).( 13). 

Por lo tanto, la biotina y el amoníáco regulan el metabolis

mo de los compuestos de carbono después del píruv,ito, y en

la relaci6n de la oxidaci6n completa y biosíntesis del áci- 

do glutámico. La oxidaci6n completa predomina en las célu— 

las ricas en biotina, mientras que la biosíntesis del Aci— 

do glutámico, y en 108 pasos que envuelven a la liso& del - 

isocitrato, la oxidaci6n del succinato y la presumible des- 

carboxilaci6n del malato u oxaloacetato, son retardadas por

la deficiencia en biotina y la conversi6n del citrato a Aci

do glutámico no se afecta. 

La actividad de la deshidrogenaba del glutamato, que es

importante en la asimilaci6n del nitr6geno,, es mayor en un

medio natural que en un químico, y no es afectada por la

concentraci6n de la biotina.( 13). 

El glutamato ex6geno no afecta el crecimiento celular, 

debido a que no es consumido ni utilizado para la reproduc- 

ci6n celular. tata es una característica importante de los
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microorganismos producu;ores de ácido glutámico. 

En condiciones de alto contenido de biotina, la liasa del

isocitraro es reforzada y el cielo del glioxalato trabaja - 

activamente para proporcionar la cantidad de energía reque- 

rida para la biosíntesis de proteínas. En condiciones defi- 

ciciates en biotina, disminuye la actividad del ciclo del -- 

glioxalato y los requerimientos de eargía, por lo que es re

primida la biosíntesia de proteínas. En estas condiciones - 

las reacciones de la deshidrogenasa del isocitrato y la des

ilidrogenasa del glutamato producen mayor cantidad de ácido

glutáiriico.( 2). 

Se concluye que estas reacciones de oxidaci6n y reducci6n

del isocitrato, que son un mecanismo básico de asimilaci6n - 

del nitrógeno por la bacteria, están en fuerte competencia

con la biosíntesis de proteínab. 

t n diferentes niveles de biotina se determina la concen- 

traci6n de los aminoácidos. Cuando la concentraci6n del me- 

dio es abu-adante en biotina la concentraci6n del ácido glu- 

támico respecto al total de aminoácidos dentro y fuera de - 

la célula es del 12%. Los aminoácidob excretados por la cé- 

lula son; ácido aspártico, ácido glutámico, prolina, isoleu

cina, leucina, tirosina, lis¡na e histidina. ~,n condiciones

deficientes de biotina la cantidad de ácido glutámico excre

tado es del 92% respecto al total de aminoácidos. Se excre- 

tan de la célula, treonina, ácido glutámico, glicina, alani
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na, valina, metinina, leucina, lisina e histidina.( 13). 

Con mayor cantidad de biotina se excreta en ebundancía

la alanina. Las células con mayor concentraci6n de biotina

en el medio contienen mayor cantidad de aminoácidos intra - 

celulares que las deficientes en biotina. En la tabla 4 se

demuestra esta relaci6n. En defic ejicia de biotina la oxi- 

daci6n completa se reduce, dando una disminuci6n en la pro- 

ducci6n del ATP que es requerido para la biosíntesis de -- 

prote in

3. 0 Efecto de varios agentes en la formaci6n del ácido glu- 

támico. 

3. 1 Efecto de la penicilina. 

Desde que se conocío la acci6n de la oiotina el problema

que se present6 fue la utilizaCi6n de melazas que contienen

grandes cantidades de biotína. El problema fue resuelto con

la adici6n de penicilina durante la fermentaci6n.( 11, 13, 14). 

La fermentaci6n se empieza con un medio rico en biotina

de la manera uEual, después de un cierto tiempo en la fase

de crecimiento, horas después de haberse iniciado la fermen

taci6n, la penicilina G se adiciona al medio en una concen- 

traci6n aproximada de 4 unidades por ml. Con la adici6n de

la penicilina el crecimiento oacteriano se restringe llegan

do a un nivel comparaole con un medio deficiente en biotina; 

la fermentaci6n sigue igual y se acumula una mayor cantidad
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de glutamato,( fig. 10).( 11, 13). 

Al igual que la penicilina, otros antibi6ticos como cefa

lasporina C, oxamicina, novobiocina, oxitetraciclina, cloro

tetraciclina, tetracielina, bacitracina, cloramIenicol, es- 

treptomicina y dextromicina, son efectivos para la acumula- 

ci6n de ácido glutámico. Siendo la penicilina el antibí6ti- 

co más efectivo, se ha encontrado que la efectividad del

mismo puede estar relacionada con la permeabilidad de la

membrana celular, la que es removida.( 13). 

3. 2 Efecto de los Tensoactivos. 

La adici6n de tensoactivos no- i6nicos, cati6nicos o ani6

nicos, produce un aumento en la producci6n de ácido glutámi

co.' La efectividad del tensoactivo depende de la naturaleza

del ácido graso saturado que lo constituye. De esta manera

el Tween 60 ( polioxietilen- monoestearato s6rbico) y el --- 

Tween 40 ( mismo derivado del ácido palmítico) son efecti- 

vos, pero el Tween 20 y el 80 ( derivados del ácido láurico

y de ácido oleico respectivamente) no lo son.. La capacidad

de aumentar la prolucci6n de ácido glutámico de estos com- 

puester. no puede ser explicada estrictamente en base a que

mejoran la permeabilidad celular.( 13). 

4. 0 Regulaci6n de la memorana celular. 

4. 1 Relaci6n de aminoácidos libres intracelulares. 

Desde el descuorimiento de la acci6n de la penicilina en
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La obtenci6n de ácido glutámico, ha crecido la tendencia al

estudio no ablo de la penicilina bino también de la biotina

en terminos de regulaci6n de la membrana celular. 

Se liberan una mayor cantidad de aminoácidos intracelula

res de células deficientes en biotina, lavandolas con solu- 

ciones reguladores, a diferencia de las abundante. en bioti

na, que no los liberan. Lavando estas células con CATAB --- 

tenboactivo) los aminoácioda son liberados. Esto implica - 

que la diferencia de habilidad de producir el ácido glutámi

co entre células abundantes y deficientes en biotina es de- 

bida a la diferencia de permeabilidad celular hacia el glu- 

tamato. Del 75 al 96% de los aminoáciods intracelulares y - 

el ácido glutámico pueden ser liberaaos por simples lavados, 

de células deficientes en biotina, o con penicilina o tween

60 adicionados durante la fermentaci6n a células abundantes

en biotina. En este caso solamente se libera del 5 al 28% - 

de los aainoácioda.( 13). 

4. 2 Principales tranbformaciones celulares. 

Las células de un medio abuncLante en biotina, en fase es- 

tacionaria, no se pueden convertir en productoras de ácido

glutámico con la adici6n de penicili-na o Tween 60. Esto in- 

dica que al adicionar penicilina, tensoactivos, ácidos gra- 

sos, isobutanol, violeta degenciana y desoxicolato, se pre- 

sentan cambios durante la fase de crecimiento. Las células

que crecienron con adici6n de penicilina no sintetizan com- 
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pletamente la Pared celular y frecuentemente sufren elonga- 

ciones y protuberancias. Con la adici6n de tensoactivos y - 

ácidos grasos, la barrera de permeabilidad celular es remo- 

vida, pero no se erectuun los drásticos cambios en la es--- 

tructura celular que se presentan con la adici6n de penici- 

lina. (13). 

Los efectos de la penicilina y de los tensoactivos, son

comparados con la adici6n a cada medio, de las sustancias - 

que alteran la presi6n oam6tica ( nitrato de sodio y beta- a- 

lanina), y los resultados demostraron que la penicilina es

inefectiva en un uiedio con mayor presAn osa6tica, en cam- 

bio los tensoactivos actuan independientemente de la pre--- 

si6n osa6tica. Juando la penicilina es usada, el cambio en

la estructura celular sucede solamente con una presi6n os— 

a6tica baja. Estas ouservaciones llevan a la conclubi6n de

que la funci6n de la penicilina es la de inhibir la sínte- 

sis de la pared celular, permitiendo que la membrana celu— 

lar quede desprotegida, y rompiendo la barrera por el dano

mecánico de la memorana celular. -, n cambio los tensoactivos

causan cambios en la composici6n química de la membrana, lo

que resulta en un aumento en la permeabilidad de la memora- 

na celular.( 13). 

4. 3 Cambios de lípidos en la membrana celular. 

Los tensoactivos interfieren con la formaci6n de la mem- 

brana celular, compitiendo probablemente con los ácidos gra
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sos insaturados. Esto se asume debido a que la biosíntesis

de los ácidos grasos insaturados se limita a células defi- 

cientes en biotina, dando una incompleta membrana con menor

contenido de lípidos y una mejora en la permeabilidad hacia

el ácido glutámico principalmente.( 13). 

Los ácidos grasos insaturados de 18 C, como el ácido o— 

leico y sus derivados, pueden reemplazar a la biotinag mien

tras que los ácidos grasos saturados de 14 0 a 18 C demues- 

tran una actividad semejante a la penicilina. Más del 90% - 

de los ácidos grasos intracelulares de Brevibacterium lacto- 

ferimentua consiste en los ácidos palmítico y oleico, pero

cuando el sorbon T- 40 ( polioxietilán- monopalmitato s6rbico) 

se adiciona al medio que es abundante en biotina, el ácido

esteárico se forma y el ácido oleico decrece, llegando a

niveles encontrados en las célulab deficientes en biotina. 

Cuando la penicilina se adiciona en las mismas condiciones

el ácido palmítico y el ácido oleíco aumentan. Esto sugiere

que el modo de acci6n de la penicilina y el sorbon T- 40 son

diferentes.( 13). 

Cuando el tensoactivo POEFE ( ester del ácido graso y po- 

lioxictilán sorbato), es adicionado a un medio de melazas, 

Microbacterium ammoniaphilum adquiere habilidad para produ- 

cir ácido glutámico, siendo la relaci6n intracelular entre

los Acído grasos saturados e insaturados mayor de uno, de - 

otra manera si no fuese adicionado, la relaci6n sería menor
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a uno. Por fraccionamiento de la memorana celular después - 

del tratamiento con lisozima se demostr6 que se presentan - 

cambios en la composici6n de los ácidos grasos. Una difezen

cia similar en la composici6n de los grasos se observa en,"- 

tre las células ricas y deficientes en biotina, pero esta - 

diferencia no es detectada con o sin la adici6n de la peni- 

cilina.( 15). 

El contenido de fosfolípidos de células que crecen con - 

alto contenido de biotina, decrece hasta el nivel de las de

ficientes en biotina al agregar margarato de polietilén gli

col. Juando las células crecen en un medio suplementado con

ácido oleico en lugar de biotina y se adiciona margarato de

polietilén glicol, no se proauce ácido , lutámico principal- 

mente, y no se presentan cambios significativos en el conte

nido de fosfolípidos intracelulares. Se concluye de estas - 

observaciones que la producci6n de ácido 2; Iutámico está es- 

trechamente relacionada con la biosíntebis de fosfolípidos

intracelulares y los ácidos grasos saturados compiten con

la oiotina en la bioslatesis. Cuando la penicilina se adi— 

ciona a un medio suplementauo con ácido oleico, gran canti- 

dad de ácido glutámico se produce, pero no ocurren cambios

apreciables en los fosfolípidos, con ésto se deduce que la

acci6n de la penicilina es indirecta con respecto a la com- 

posici6n de la membrana celular. 

Por lo tanto, el cambio de permeaoililad hacía el ácido
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glutámico se deoe a la síntesis incompleta de 105 lipidos - 

en la membrana celular, siendo la causa principal de la pro

ducci6n del ácido glutámico.( 13). 

El mecanismo de regulaci6n de biotina en la obtenci6n de

ácido glutámico. que ha sido el problema central en su estu

dio, se sintetiza en tres puntos; disminuye la habilidad de

la oxidaci6n completa, disminuye la biosíntesis de proteí— 

nas, y aumenta la permeabilidad celular., 

5.. 0 Alteraciones en la producci6n de ljido glutámico. 

5. 1 Acido láctico. 

Una ligera variaci6n. de las condiciones 6ptimas de ferm.o

mentaci6n produce un cambio en el metabolito deseado. Urá -- 

aumento de crecimiento de la biomasa por un exceso de bioti

na, es suficiente para variar el zureo de la fermentaci6n - 

produciendo ácido láctico. iUna maraaMm deficiimte en Micro- 

coecus glutamicus también presenta un cambio en el producto

de fermentaci6n. Inclasive en otros microorganismos como -- 

Brevibacterium, divaricatum el cambio de temperatura de 309

a 37* C produce esta alteraci6n. Se piensa que el ácido lác- 

tico es formado por la vía del cielo de la pentosa monofos- 

fato. ( 13). 

5. 2 Acido suecínico. 

El oxígeno ejerce una influencia sobre la producci6n del

1ácido suceínijo en lagar de ácido glutámico,,' La cantidad de
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ácido succínico aumenta o decrece con la variación del coe- 

ficiente de transferencia de oxígeno. Se ha en-,ontrado que

sustancias como el extracto de maíz adicionado al medio de

fermentación producen ácido succíaico. La producción de á- 

cido suceínico se debe a la redacción del ácido fumárico

con el NADH como donador de hidrógeno, y no con el NADPH

que es utilizado con el ácido glutáaicoí, -,  ( 13). 

5. 3 Acido- alfa-cetoglutárico. 

1_ 19cisten varios cambios en el medio de cultivo que produ- 

pea pacido alfa- cetoglutárico, pueden ser la alta concentra

ci6n de biotina-,' 1a disminución de la actividad de la desh.i

drogenasa del glutamato. También cuando—_seutilizapara con

trolar el pE NaOH en lugar de hicItoxído de am6nio o urea, se

presenta la acumulación del cetoglutarato. ( 13). 

5. 4 Acumulación de glutamina. 

Este tipo de acumulación se ve favorecida por un pH ligt

razente ácido, dando glutamina y N- acetilglutamina. Existen

dos hechos que favorecen su acumulación; la glutaminasa de

la bacteria tiene un pH óptimo alcalino, que también es ac- 

tivado por bajas concentraciones de sulf. to de amonio, y la

sintetasa de la glutamina tiene un pH óptimo entre 5. 5 Y -, 

6. 5. Por lo tanto el pH del medio y la concentración de ¡ o- 

nes amonio juegan un papel importante en la acumulación de

glutamina. ( 13). 
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6. 0 Especificaciones de áciao glutámiCO- 

L.Peso molecular 147. 13

Nitr6geno c). . 52 % 

Cristales r6mbico6

Gte. de disociaci6n PKC; OOH, 2. 19; pKCOOR, 4. 25; pKNH
3. 

9. 67

punto isoeléctrico 3. 22

Rotaci6n específica D20. + 31. 60 ( 2N HC19 e- 10) 

insoluble en disolventes orgánicos. 

Solubilidad en agua: ( g/ 100 S H20)_ 0. 34 ( 09), 0. 50 ( 10*), 

0. 72 ( 20a), 1. 04 ( 50*), 1- 51 ( 40*), 

2. 19 ( 50o), 3. 17 ( 60-), 4. 59 ( 700). 

6. 66 ( 809), 9. 66 ( 90*), 14. 00 ( 1000). 

1, 12). 

7. 0 _Usos y toxicidad. 

Es un constituyente común de las proteínas, 
especialmen- 

te de las proteínas de granos como el gluten, 
es un cofac— 

tor en los sistemas de oxido- reduceí6n del organismo, como

sal sódica es un excelente saborizante. 
Nutricionalmete es

un aminoácido no esencial, pero fisiol6gicamente es muy im- 

portante. Esta situaao en un punto clave del metabolismo de

azúcares y grasas. Por desaminaci6n 0 transaminaci6n forma

ácido alfa- cetoglutáricO, el cual forma parte del ciclo de

Kreebs. Es un importante donaaor de nitr6geno en la Sínte- 
1) - 

sis de varios aminoácidos o sus ceto- análo!.Eos.; 



27 - 

Con amoníaco forma L- glutamina y de esta manera desinto- 

xica a la célula. El ácido acetil- L- glutámico es un cofac— 

tor en la formación del fosfato de carbamílo para la sínte- 

sis de urea. ( 1). 

Juega un papel importante en el metabolismo cerebral lle

gándosele a llamar alimento cerebral. Participa en el trano

porte de potasio en el cerebro, también lo desintoxica del

amoníaco. I, Forma el ácido gama- aminobutírico por descarboxi- 

laci6n en los tejidos del sistema nervioso central. Algunos

gama- glutamil- péptidos han sido encontrados en los tejidos

cereorales. En síntesis,,! el ácido glutámico es esencial pa- 

ra mejorar y mantener la función cerebral ( 1). 

ue principales usos son para tratar la epilepsia, coma

hepático, distrofía muscular y retardo mental. También -en

algunos desórdenes sexuales y principalemnte su sal de so- 

dio como saborizante. 

Las dosis que se puede adquirir por medicamentos es de

8 a 20 g diarios. Si se ingiere en cantidades mayores de - 

20 g diarios produce; perturbaciones, insomnio, nauseas y

vómitos. 
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Figura 1. Curso de la fermentaci6n de ác. glutámico por

Micrococous glutamicus. Cómposici6n del medio; glucosa 10%, 

Extracto de maiz, 0. 25%; NZ- amina, 0- 596; K2HP041 0* l%1

MgSO4' 7H20, 0. 025%; urea, 0. 5%, con agitací6n y a 28* C. 
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Figura 2. Vía metab6lica de glucosa hacia glutamato en, --- 

Micrococcus glutamicus. 
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Figura 3. Incorporaci6n del bi6xido de carbono marcado duran

te la fermentaci6n del ácido glutámíco con Microcoecus gluta- 

micua. 
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Composici6n de la mezcla de reacción; citrato 0 glutamato de

sodio 50 fimol; azul de metileno, 2, omol; bofer de fosfatos, 

100, 1tmoles, ( PH 7. 8 ); Homogenizado de células, 75 ag- A - 

37* C, 2. 5 m1 de volumen total, y aire. 
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Acetil- CoA Acetilfosfato acetato

citrato

oxaloacetato

cis- aconitato

malato

isocitrato

Aceti- CoA 

Sliox--,, 
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I
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Figura 5. Posible ruta de formaci6n del ácido glutámico a

partir de acetato. 
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IMKcal/ jaol). 

CITRATO- - CIS- ACONITATO + H2O + 2. 04 ( 6a) 

ISOCITRATOCIS- ACONITATO + H201C— 

ISOCITRATO + NADPV— OXALOSUCCINATO + NADPH+ H

OXALOSUCCINATO + HZ ALFA- CETWLUTARATO + CO2
ALFA- CETOGLUTARATO + NH4 + NADPH+ H. 

L- GLUTAMATO + H20
Total: 

CITRATO + NH4+ + H+— L- GLUTAMATO + CO2' H20

0. 45 ( 6b) 

0. 60 ( 6c) 

8. 60 ( 6d) 

6. 00 ( 6e) 

13- 60 ( 6) 

Figura 6. Cambios de energía libre del citrato al glutamato. 

NADPH+ H 112 NADP + H 0 AF 52 Kcal/ mol02 2

Figura 7. Energía libre en la oxidaci6n del NADPH

CITRATO + NADP ALFA- CETOGLUTARATO + CO2 + NADPH

AF = - 7. 61 Kcal/ mol. 

Figura 8. Cambio de energía libre del citrato al cetoglutarato. 
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CO - CH COOH CH
2 1 3

bH CH -( CH OOH CIH COOH ( CH
3 2 2) 4- C 2-( CH2) 4~ 2) 7

ác. 8- ectopelarg6nico ác. pimélico

CH

2) 7
COOH

Ac. oléico

CO - C 0

CH 3 CH2-( CH2) 4- GOOH OE NH2
ác. 7, 8- diectopelarg6nico CH 3- CR- CH- CH2-( CH2) 4- COOH

ác. 7- aaino, 8- hidroxipelar- 

g6nico

NH
12

CH 3- CH2- CO- CH2-( CH2) 4- COOH
ác. 7- ecto, 8- amínopelarg6nico

NH
1 2

CH 3- CO- CH- CH2-( CH2) 4- COOH
Ac. 7 - amino, S- cetopelarg6- 

NI nico

NH NH
1 21 2

CH 3- CR - CH - CH2-( CH2) 4- COOH
e. 7, 8- diaminopelarg6nico

1
C 3- CH- NHA- M- CH- GH2-( CH2) 4- COOH

1 destiobiotina

CQ
NH - NH

CH---- H

6.1, 

S,-(
CH2) 4- COOH

BIOTINA

Figura 9. Posible biosíntesis de la biotina. 
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Tabla 1

Capacidad de oxidar varios sustratos

cas en biotina. 

de células pobres y ri- 

células pobres en célulau ricas en

biotína biotina

Sustrato*' células homogencizado células homogeneizado

intactas de células intactas de células

Glucosa 58 43 65 58

Piruyato 14 9 23 15

Lactato 55 22 44 45

Acetato 11 9 41 39

Oxaloacetato 19 13 25 18

Citrato

Gis- aconitato

cetoglutarato

Succinato 1 3 29 15

Fumarato 9 8 20 10

Malato 11 9 18 11

Composici6n de la mezcla de reacci6n: sustrato, 25 amoles; 

regulador de fosfatos ( pH* 7. 8) 150 Amoles; células intactas

u hoadgeneizadas, 20 ag; volumen total, 2. 0 ml. A 370C y con

aire. 
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Tabla 2

Actividad de la deshidrogenasa del glutamato en varios miaro

organismos. ( 13). 

Microorganismo

Actividad específica

AB/( g. de proteina) 

Bacillus subtili 2. 7
Bacillus natto 1. 4

Bacilluff--c2zeAls 21. 5
Bacillus megaterium 6. 5
Escherichia coli 134. 0

Proteus vulgari 1020. 0

Serratia marcescen 410. 0

Serratia lute 40. 0

Pseadomonas fluorescenB NRRL B- 6 26. 4
Pseudomonas ovalis 419. 0
Micrococcus epidermis Hucker 1. 4

Micrococcus sodonensis

Microcace-us conglowetarus 28. 0

Micrococcus lysodeikticus Flemiqg 3333
micrococcus varians ATCC 399 6. 0

Micrococcus citreus ATCC 4012 3. 0
Micrococcus flavus 75. 0
Micrococcus Pyogenes var. albus

Micrococcus caseol.7ticus ATCC 8460
Micrococcus glutamicum No. 516 205. 0
Micrococcus glutamicum No. 541 531. 0

Micrococcus glutamicum No. 560 434. 0

Microcqccwq lutamicum No. 582 380. 0
Micrococcus glutami um No. 588 570. 0

ffaccharomyces cerevisa!- 266. 0

Torula utilis 660. 0

Pd-i-odo-torulaglutinis 356. 0

kan-th-om—onas citricus
Aspergilus niger 132. 0

Penicillium chrysogen 630. 0

Rhizopus nigricans 720. 0
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8. 0 Materiales y métodos. 

8. 1 Características generales de Mierocoecus glutamicua. 

Clase: Esquizomicetos

Orden: Eubacteriales

FamIlia: Micrococcacese

Género: Mierocoecus

Especie: di—utami—curo

Son bacterias esféricas dispuestas en masas Lrregulares

pero nunca apelotonadas; la mayoria de las desarrolladas en

alimentos son Gram -positivas, pero ale unas especies pierden

esta característica y son reportadas Gram -negativas, aero— 

bias y catalasa Positiva- Su temperatura 6ptima de cree¡--" 

miento está entre los 2_-.? y 50- C, crecen bien en gelosa nu— 

tritiva y no presentan coloraci6n. 
Las colonias se desarro- 

llan con facilidad. El pH 6ptimo, es neutro. Durante la fer- 

mentaci6n sufren cambios en la pared celular y adquieren un

color ligeramente rosá2j. 
G10, 16). 

8. 2 Descripci6n del equipo. 

A) Descripci6n del fermentador. 

Microferm Fermentor, New BrunSwick Scientific CO. INC. - 

New arunswick N. J. US patente Num. 3, 445, 342; modelo Num. 

NF - 114. 

Especificaciones: 

Capacidad 14 1. 

Agitaci6n ( rpm) 100 - 1000
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Volumen de fermentaci6n 2 - 11 1. 

Impulsores Turbinas

Aspersores de aire Orificios simples removibles

Capacidad de flujo 1, 600 - 16, 000 ( m1 de aire/ - 

min). 

Límites de temperatura 5* - 60oo t 0. 256C. 

Calentamiento Cartucho de inmersi6n de ace

ro inoxidable. 

Es un fermentador a escala utilizado para cultivos de mi

croorganismos en fermentaciones intermitentes y contínuas. 

La unidad donde es encuentra el medio de cultivo es facil— 

mente separada para poderla esterilizar; esta unidad consta

de dos partes, un vaso de vidrio refractario Pyrex de pare- 

des gruesas y unu placa que se acopla herméticamente por me

dio de un empaque y atornillándola con el vaso. Se cuenta - 

con vasos de 5, 7 y 14 litros y existe una placa para los - 

vasos de 5 y 7 1. y otra para el de 14 1. El mecanismo de - 

acoplamiento de la agitaci6n es magnético, para evitar con- 

tamínaciones. 

La agitaci6n se realiza por medio de impulsores con tres

series de agitadores planos y cuatro bafles verticales, pro

duciendo una agitaci6n radial, logrando una mejor disper--- 

si6n de los constituyentes del medio. 

La velocidad de agitaci6n se regula por un sistema de re

troalimentaci6n electr6nica para variaciones de voltaje y
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alteraciones en la viscocidad del medio de cultivo; para re

guiar la agitación se cuenta con un tacómetro, el cual po— 

sée un botón de regulación y así obtener la velocidad de a- 

gitaci6n deseada. 

U aire se introduce a través de un regulador de presión

que tiene un rotámetro y un filtro de acero inoxidable. El

gas estéril se introduce por una tubería que posée un orif,i

cio, el que puede ser intercambiado por un anillo o disco - 

aspersor. Para disminuir la pérdida del líquido por evapora

ci6n, en la salida del Ijas se encuentra un condensador de - 

aire, que es enfriado por agua y de esta manera los vapores

son condensados formando parte del medio de cultivo. 

El control de la temperatura se efectaa por medio de dos

termistores, que se encuentran sumergidos en dos comparti— 

mientos de acero inoxidable, los cuales envian u.-ia señal pl

ra circular agua caliente o fría y mantener una temperatura

estable. En el panel de controles se encuentra el control - 

de temperatura. El Agua fría proviene de la tome de agua del

laboratorio, mientras que el agua caliente pasa por una ca- 

lentador que se encuentra en el fermentador, para así recir

cular por los baffles. 

Un accesorio que posée el microfermentador es el de con- 

trol automático de pH, el que consiste en introducir dos e- 

lectrodos, uno de medida y el otro de referencia en sus res

pectivos orificios de acero inoxidable y que se esterilizan
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junto con el medio de cultivo. Por medio de una manguera -- 

conectada a una bomba peristáltíca se van adicionando solu- 

ciones reguladoras. Este aparato posée un graficador para - 

así ver las variaciones de pH. 

Otro accesorio que tiene este microfermentador es un me- 

didor y graficador del oxígeno disuelto del medio de culti- 

vo. Este funciona por medio de un electrodo introducido en

un tubo de acero inoxidable, el cual es necesario calibrar

antes de efectuar la fermentací6n. 

B) Incubadora con agitaci6n. 

Controlle environment. Incubator shaker, New Brunswick. 

Modelo N6m. G27 US patent No. 3, 002, 895. 

Especificaciones; 

Límites de temperatura 0- - 60- C l 0- 5- C

Velocidad ( rpm) 40 - ' W0

Movimiento Rotatorio, describiendo

un círculo de diámetro

de 1 Du1g. 

Plataforma 18 x 30 Pulg. 

Anaqueles 19. 9 x 32. 5 Pulg. 

Motor de mando 1/ 4 HP. 

Corriente Alterna de 200 voltios. 

La incaDadora posée controles de temperatura, velocidad

de agitaci6n y' temperatura de seguridad. Contiene también - 

dos tipos de lamparas, unas fluorescentes y otras de tuAgo- 

teno. m5n esta incubadora se pueden alternar crecimientos de



1 2 - 

cultivos estáticos y con agitaci6n en las mismas condicio- 

nes de medio ambiente y temperatura. Cuando la puerta que - 

tiene un cristal refractario es abierta se detiene la agita

ci6n e inmediatamente funciona un ventilador y se enciende

automátícamente la temperatura de seguridad. Tiene tres pla

taformas diferentes para tres tamaños de matraces, estas -- 

plataformas son intercambiables. 

C) Potenciftetro. 

Sargent - Welch pH meter, modelo SX, Sargent Welch Scien

tific Co. 

Escala de pH de 0 - 14 mv. 

Con un electrodo intee rado de medida y referencia Sargent

Welch, el cual debe ser calioraao primero con una soluci6n

reguladora de pH 7. 0 y segundo, con una soluci6n reguladora

de pH 4. 0. Este electrodo debe permanecer en agua destilada

y peri6dicamente se debe lavar con acetona para eliminar la

grasa. 

D) Espectrofot6metro de infrarrojo. 

El espectro de infrarrojo se ootuvo de un espectrofotóme

tro Perxin Elmer modelo 337. 

E) Centrífuga manual de dos brazos. 

P) Autoclaves. 

Una vertijal y otra horizontal, ambas con controles de - 

presi6n y nivel de agua. 

G) Bomba de vacío. 
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De lubricación automática con un motor de 112 HP. de co- 

rriente alterna. 

B) Material de vidrio Pyrex, coman en el laboratorio. 

8. 3 Medio de mantenimiento. 

El medio de mantenimiento utilizado es: 

Agar 2. 0 S

Extracto de carne 0. 5 9

H 20 dest. 
100 m1

Se incuban a 309C durante tres días en tubos inclinados, 

consevandose en refrigeración a 3oC durante un mes. Se este

rilizan a 12loC durante l> min. 

8. 4 Medio de crecimiento. 

Glucosa 2. 0 % 

Extracto de carne 0.> 96

Peptona 1. 0 96

Cloruro de sodio 0. 2> % 

Agua destilada 100 al

Se ajusta el pH entre 7. 0 y 7. 2 con hidróxido de amonio. 

Se esteriliza a 1210 C aurante 20 min. 

8. 5 Medio de inducción. 

Se utilizan tres diferentes medios de Cultivo Dara la fa

se de inducción, que son; 

Medio 1) glucosa 10. 0 g

hidrolizado de caseína 5. 0 9
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licor de maceraci6n de maíz 2. 5 9

fosfato dibásíco de potasio 1. 0 9

sulfato de magnesio 0. 25 g

biotina 2. 5 g

Agua destilada 1000 Jal

Se ajusta el pR a 7. 0 con una solicibn de urea al 8% y se

le adiciona antiespumante. ( 17, 19). 

Medio 2) glucosa 10. 0

NH4) 2S 04 0. 2

K2HPO4 0. 1

KH2PO4 0. 1

M9SO4- 7 H20 0. 02

FeSO4, 7 H20 0. 001

MnSO4 .4 H20 0. 001

H20 destilada 100 al

PH 7. 0 - 7. 2

biotina 2. 5 19/ 1- 

antiespumante 0. 01

in6culo 10. 0 t

Se regula el pH con ana soluci6n de urea al 10%. Se este

riliza a 1219 C durante 15 min. 

Medio 3) glucosa 10. 0

1 '4H4) 2SO4 0. 2 96

K2HPO4 0. 1

KH2'PO4 0. 1
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KSSO4* 7 H20 0. 02 % 

FeS 04* 7 H20 0. 001 % 

MnSO4 .4 H20 0. 001 % 

cítrato de sodio 1. 0 % 

H2 0 destilada 100 M1

PH 7. 0 - 7. 2

biotina 2. 5 ) L9/ 1- 

antíespuzante 0. 01 % 

in6culo 10. 0 % 

Se regula el pH con una soluci6n de urea al 10/. Se este

riliza a 1210 0 durante l> ain. 

6. 6 Técnicas de—análisis. 

a) Croaatografía en papel. 

Se utiliza como fase estacionaria el papel Whatman # 1, 

y como fase movible la mezcla de butanol- á; ido acético -agua

4- 2- 5 ).[ En la tira de papel Whatman se aplican por medio

de una mieropipeta dos muestras de la soluci6n problema, " 

que previamente ha sido filtrada, y una muestra de la solu- 

ci6n de ácido glutámico estándar. Se dejan secar laz mues— 

tras a temperatura ambienze, se colocan en un celda con ta- 

pa, en donde se separan los compuestos cromatográficamente, 

se seca a temperatura ambiente y se revela con ninhidrina. 

La reacci6n de la ninhidrina con los aminoácidos se presen-4, 

ta en la figura 11. ( 5, 6, 7, 15). 
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Figura 11. Reacci6n de la ninhiarina con los aminoácidos. 
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b) Espectro en el infrarrojo. 

La sustancia problema se mezcla con bromuro de potasio y

se forma una pastilla que se coloca en el espectrofotómetro

de infrarrojo, en donde se desarrolla una gráfica que ae -- 

compara con la del ácido glutámico estándar. El espectro en

el infrarrojo obtenido se presenta en la figura 12. 

e) Curva de crecimiento. 

La curva de crecimienco se obtiene directamente al grafi

car la variaci6n de oxígeno disuelto en el transcurso de la

fermentaci6n. Para efectuar estas mediciones se requiere ca

librar el registrador, tanto a cero como al 100 %. La grá— 

fica se presenta en la figura 13. 
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9. 0 Parte_~ erimental. 

9. 1 líantenimiento del microorganismo. 

microorganismo se mantiene en un tubo con medio incli

ado, este medio es el indicado sa", a sección 8. 3, íncubán- 
n '-

P ( 1) - te  lo ini er, i L, 

dose durante treb días a 309C. Se mantiene pusteriormente - 

en refrigeración a 3* C, resembrándose cada quince días por

el método de estría. Se efectuan revic-iones microscópicas - 

utilizando la tinci6n de Gram, para conocer la pureza de la

cepa ae Mierocoecua glutamicus- 

9, 2 Crecimiento del microorganismo. 

Se preparan tres matraces que contienen el medio de cre- 

cimiento, se esterilizan, se enfrian a 30OC, y se inocula

cada uno con una asada que se toma del tuoo inclinado, se

colocan en la estafa con agitación de 500 rpa a la tejapera~ 

tura de 3OoC durante 24 h. Después de este tiempo se selec- 

ciona el matraz que presente mayor crecimiento; otra serie

de tres matraces con el mismo medio se inoculan con un al. 

del matraz anterior colocándose en la estufa con agitaci6n

de 300 rpm, a la temperatura de 30- C durante 24 h., hasta - 

lograr obtener mayor crecimiento del microorganismo en un - 

lapso menor de tiempo

9. 3 Inducci6n del ácido glutámico. 

De los medio de inducci6n seleccionados e indicados en

la sección 8. 5, se preparan tres matrces con 100 al. de me- 

dio, se esterilizan, se énfrian a 3OoC y se inoculan con -- 
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10 al. de medio con el microorganismo en fase de crecimien- 

to. Se colocan en una estufa con una agitación de 300 rpa a

la temperatura de 30* C durante tres dí",( en r¿-Cualog 80

ajusta diariamente el pH a 7. C) con solución de ures. Se de- 

tiene la fermentación tomándose una muestra que se analiza

por cromatografía en papel. 

De cada medio de inducci6n se selecciona el que haya pre

sentado un mejor resultado, y de éste se toman 10 al para - 

inocular otros tres ma races con 100 al. del mismo medio de

inducción ya estéril, los que se colocan en la estufa con 4. 

la misma agitación y temperatura, manteniéndose el pH y de- 

teniéndose a los tres días la fermentación, tomando una a~ 

muestra que se analiza por cromatografía en papel. De estos

se selecciona el mejor resultaao, uomandose de este 10 al. 

para inocular a tres matraces con el mismo medio de induc— 

ci6n ya esteril, que -. e colocan, en la estufa con la misma

agitación y temperatura, se mantiene el pH, y se detiene el

proceso fermentativo a los tres días, tomando una muestra - 

que se analiza por cromatografía en papel. Este procedimien

to se sigue para los dos medios de inducci6n restantes, has

ta obtener la mejor inducci6n del microorganismo,,,/ya que al

ir inoculando del medio anterior se parte de un microorga_* 

nismo con mejores características para la proiucci6n de áci

do Sl utámico. La fermentaci6n se detiene a los tres días de
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bido a que la biotina en ese tiempo ha siao consumida por

los microorganismos. 

9. 4 Producci6n de ácido glutáaico. 

La producci6n de ácido glutámico se realiza en un formen

tador New Brunswick descrito en la secci6n 8. 2. Se utilizan

dos tipos de medios de cultivo que son los señalados como - 

2 y 3 de la secci6n 8. 5, y se tratan de mantener las demás

condiciones de fermentaci6n iguales, como el pH, temperatu- 

ra, aeraci6n, cantidad de inóculo y concentraci6n de anties

pumante, ya que en los trabajos reportados estos valores -- 

son semejantes. 

La técnica para preparar la feraentaci6n es siempre la

misma. En la jarra de 5 1. del fermentador se ponen 3. 5 1. 

del medio de cultivo a utilizar, se c ¡ erra herméticamente, 

se tapan los orificios de salida y entrada de aire, y lo,' 

de salida y entrada de medio de cultivo con algod6n, se po- 

ne a esterilizar en la autoclave a 121* C durante 15 min., - 

se deja enfriar un poco para adicionar 0. 01% de antiespu--- 

manto y se sigue enfriando hasta que, se alcanza la tempe- 

ratura de 30* C. A esta temperatura se inocula con el 10% 

del volumen, siendo el medio de cultivo de éste, igual al

que se ya a utilizar en la fermentaci6n. Se coloca la jarra

en la base del fermentador, se colocan las mangueras de en- 

trada y salida de aire y agua, se colocan los termistos para

regular la temperaturas se ajusta la agitaci6n a la reque— 
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r.ida y se fija el flujo de aire. Durante el tísiapo que dura

el proceso se mantiene el pH a neutro con una soluci6n de - 

u.rea. 

a) Primera fermentaci6n. 

Esta se efectáá con el medio de cultivo 2 de la secci6n

8. 5. Las condiciones iniciales son; pH de 7- 0, temperatura

de 30* C y agitaci6n de 700 rpm. Se mantiene el pH a 7. 0 con

una soluci6n de urea al 1OYo. Al tercer día se detieno la -- 

fermentaci6n tomando muestras para verificar pureza del mi- 

croorganismo y para la cromatografía en papel. 

b) Segunda fermentaci6n. 

Se realiza con el mismo medio de cultivo 2, siendo las - 

condiciones iniciales de pE 7. 0, temperatura de 3OoC, agita

ci6n de 700 rpm y oxígeno disuleto ae 100%. Se mantiene el

pH a 7. 0 con una soluci6n de urea al 10%. Al tercer día se

detiene la fermentaci6n tomando muestras para verificar pu- 

reza del microorganismo y para la cromatografía en papel. 

c) Tercera fermentaci6n. 

Se lleva a cabo en el medio 5 indicado en la seccí6n 8. 5. 

Las condiciones iniciales son; pH de 7. 3, temperatura de -- 

30* C, agitaci6n de 500 rpm, y oxígeno disuelto de 100%. Se

mantiene el pH a 7. 0 con una soluci6n de urea al 10,16. Al -- 

tercer día se detiene la fermentaci6n efectuándose pruebas

de pureza de aibroorganismo y producci6n de ácido glutámico

por medio de la cromatografía en papel. 
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d) Cuarta fermenbaci6n. 

Se efectúa con el mismo medio de cultivo 3, siendo las - 

condiciones iniciales de pH 7. 0, temperatura de 3laC, agita

ci6n de 500 rpa., y oxígeno disuelto de 100%. Se mantiene - 

el pH a 7. 0 con una solución de urca al l". Al tercer día

se detiene la fermentación haciéndose las pruebas de pureza

de la cepa y la cromatografía en papel. 

e) Q¿ uinta fermentación. 

En esta fermentación se efectúa una variante, que es la

adición del extracto concentrado de maíz en una proporción

de 0. 35110 al medio de cultivo 3, y aumentando el tiempo de - 

fermentación. Las condiciones inicilaes son; pH de 7. 3, tez

peratura de 3OoC, y agitación de 600 rpa. Se ajusta el pH

cada 24 h. con una solución de urca al 15%. Al tercer día - 

se agrega agua hasta restituir el volumen inicial contenien

do la concentración de biotina inicial y la concentración

adecuada de antiespumante. Se detiene la fermentación al

sexto día determinándose por cromatografía en papel la pre- 

sencia de ácido glutámico y verificándose la pureza de la

cepa de Micrococeus glutamicuS. 

9. 5 Extracción del ácido glutámicO. 
lespués de terminada amS fermentación el medio de culti

yo se pone en refrigeración a una temperatura de 39C. para

continuar con el método de extracción que se especifica in- 

mediatamente después. 
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A) Método de extracción del ácido glutámico. 

a) Se toma una alícuota de 100 ml. del líquido remultan

te de la fermentación. 

b) Be centrifuga. 

c) Al líquido extraído de la centrifuga se le ajusta el

pH a 3. 2 con HC1. 

d) Se mantiene en refrigeración durante 24 h. 

e) Se somete a una diálisis con papel celofán y agua - 

destilada, dejándose durante siete días y cambiando el agua

cada 24 h. 

f) Se suspende la diálisis y se aíSregan 20 al. de

Na 3PO4 1 M. dejándose en refrigeración durante 24 h. 

g) Se toma una -alícuota de 5 mI. y se filtra en el--,., 

shoot que previamente se ha puesto a peso constante. 

h) Se calcula el rendimiento. 
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10. 0 Resultados

10. 1 Mantenimiento del microorganismo. 

Siguiendo la técnica de la secci6n 9. 1 en la siembra y

la resiembra del microorganismo, se presenta un crecimiento

abundante a las 36 h., siendo colonias blanquecinas de as— 

pecto cremoso. 

10. 2 Crecimiento del microorganismo. 

Al seguir la técnica de la secci6n 9. 2 para el crecim:bento

del microorganismo, se van efectuando resiembras cada 24 h., 

observándose en cada resiembra un aumento de la turbiedad - 

de¡ medio de cultivo, al transcurrir el tiempo indicado. Con

esto se nota el aumento de la velocidad de crecimiento en - 

funci6n del aumento de la turbiedad del medio de cultivo. - 

Con el aumento en la velocidad...de crecimiento se presenta - 

una coloraci6n cafe -rojiza en el microorganismo. 

10. 3 Inducci6n del ácido glutámicO. 

Durante la etapa' de inducci6n se efectúan tres resiem--- 

bras a las que se analiz& por eromatografía en papel, para

conocer si Be ha producido el ácido glutámico. Los resulta- 

dos de las cromatografías efectuadas a cada matraz se pre— 

sentan en el cuadro I. 
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CUADRO 1

Resultados de las cromatografías durante la etapa de -- 

inducci6n deL heido glut&mico. 

Medio de cultivo Nám. 
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10. 4 Producci6n de ácido glutámico. 

Tomando como base los resultados de la secci6n 10, 3, se

seleccionan los dos medios de cultivo que presentan la me - w

jor inducci6n, y se procede a efectuar el proceso fermenta - 
1

tivo, con la extraccAn y cuantificací6n del ácido glutámí- 

co. 

Las condiciones que prevalecen durante el proceso formen

tativo, así como la cuantificaci6n de! ácido glutámico, se

presentan en los cuadros, 11, 11, IV, V, y VI, Y en las --- 

gráficas A, B y C. 

Tiempo ( días) 

Temperatura ( aC) 

PH

Agitací6n ( rpa) 

Acido glutámico

Mg/ 100 mi) 

CUADRO II

Primera fermentaci6n. 

0 1 2 3

30 30 30 30

7. 0 7. 0 6. 9 6. 7

700 700 700 700

0



Tiempo ( días) 

Temperatura (- C) 

PE

Oxígeno disuelto (%) 

Agitación ( rpm) 

Acido glutámíco

mg/ 100 al) 

Tiempo ( días

Temperatura (- C) 

pH

Oxígeno disuelto ( yo) 

Agitación ( rpm) 

Acido glutámico

ag/ 100 al) 

7 - 

CUADRO III

Segunda fermentación. 

0 1 2 3

30 30 30 30

7. 0 7. 0 6. 8 6. 8

100 60 40 40

700 700 700 700

0. 294

CUADRO Iv

Tercera fermentación. 

0 1 2 3

30 27 25 30

7. 3 7. 0 5. 5 7. 0

100 55 43 42

500 500 500 500

1. 462



Tiempo ( días) 

Temperatura ( - C) 

PH

Oxígeno disuelto (%) 

Agitación ( rpa) 

Acido glutámíco

mg/ 100 al) 

CUADRO V

Cuarta fermentación. 

0 1 2 3

31 31 30 30

7. 0 6. 9 6. 9 7. 0

100 60 58 45

500 500 500 500

50. 0
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GRAFICA B

Varíaci6n de oxígeno dísuelto y pH durante la tercera fer— 

mentac16n. 
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GRAFICA C

Variaci6n de oxígeno disuelto y pH durante la cuarta fer— 

mentaci6n. 
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Curva de crecimiento experimental

de Microcoecus glutamicua. 

Tiempo ( h) oxígeno disuelto (%) 

0

12

18

24

36

48

100

92

57

33

28

26
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Figura 1.3. Curva de crecimiento experimental de Mierococeus

O.D. 

M
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glutamicus. 
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11. 0 Discusi6n. 

La obtenci6n de ácido glutámicO se efectha princípalmen- 

te en cuatro etapas que sOn, crecimiento del microorganismo, 

inducc16n, producci6n y extracci6n. En la primera etapa se

utiliza un medio líquido con glucOSmí proteínas y sales mi- 

nerales, siendo el 6ptimo para el crecimiento del aicroorgS

nismo; utilizando como in6culo una asada de la cepa manteni

Con suceda en tubo inclinado conteniendo gelosa nutritiva. 

sivas resiembras se incrementa la velocidad de doblado, ob-i, 

teniéndose mayor crecimiento en un determinado lapso d1 --- 
tiempo, que en este caso es de 24 J2. En este medio laion— 

centraci6n de glucosa es baja, debido a que, al no contar - 

con alta velosidad de doblado, cantidades mayores de gluco- 
i

a& inhiben el crecimiento, 0 provocan desviaciones del meta

bolismo. En este medio no se agrega biotína, ya que ésta B -O

lamente se reqaiere en la producci6n de ácido glut&miCO- 

Con el aumento de la biomasa aumenta la turbiedad del me

dio, que puede ser determinada con el objeto de conocer 19

curva de crecimiento del microorganismo. 

Durante esta fase se obtiene principalimnte una adapta- 

ci6n al medio líquido, al adquirir las células capacidad pt

ra crecer ráp idamente, lográndotse mayor námero de células - 

por volumen. 

En la fase de inducci6n, se utilizan tres diferentes me- 

dios de cultivo con variaciones en los nutrientes. Las ca— 

racterísticar, principales de estos medios consisten en: 



lo.- La glucosa que es utilizzida como fuente de energía

y como fuente de carbono por el microorganismo, cuando se

utilizan en altas concentraciones se obliga al microorganis

mo a metabolizarla, manteniéndose predominantemente una -- 

vía metab6lica al beneficiarse en este caso la producci6n

de ácido glutámico. 

2*.- Las sales minerales proveen de nutrientes que se

incorporan a los diferentes metabolismos intracelulares, -- 

formando parte de sus constituyentes. 

3*.- La biotina es importante, ya que sirve para que el

ácido glutámico salga de la célula, y también porque es el

factor limitante de la fermentaci6n, siendo consumida la ~- 

cantidad inicial en tres días. 

4*.- El hidrolizado de caseína proporciona diversos po- 

lipéptidos y péptidos, que son absorbidos por las células

para incorporarlos al metabolismo de proteínas. 

5--- El extracto de maíz provée de sales minerales y de

diversas vitaminas. 

69.- El citrato de sodio se adiciona con el doble fin - 

de evitar la fagocitosis del microorganismo, y como un pre- 

cursor en la ruta metab6lica de obtenci6n del ácido glutá— 

mico. 

Cada medio de inducci6n se trabaja por separado, empleán

dose una cantidad de in6culo constante, que inicialmente es

del medio de crecimiento y posteriormente del medio de in— 

a-- :_ zz-, 
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ducci6n anterior. Esto es con el objeto de preservar y fo- 

mentar las características de las células que se estan mu— 

tando. 

Los resultados de la etapa de inducción que se presentan

en la sección 10- 3, indican que en el medio de inducci6n -- 

Hám. 1, la producción de ácido glutámico se inicia ligera— 

mente en la serie B, no lográndose definir en la serie C. - 

Esto puede ser por la alta concentración de péptidos que e- 

jercen una represión con cambio en el metabolismo, aumentan

do la proporción de metabolismo de proteínas y disminuyendo

el metabolismo de la , lucosa hacia el ácido glutámico. La

caLracterística principal del medio de inducción Núm. 2 es

la alta concenz;raci6n de glucosa, ya en la serie A se pre— 

senta una ligera producción de ácido glutámico, incrementán

dose en la series B y C. 

Esto demuestra lo que sucede con el medio de inducción - 

Nám. 1, debido a que en este preaominan la glucosa y los -- 

péptidos, llevando con ello un aumento en las dos principa- 

les vías metab6licas, a diferencia del medio de inducción - 

NU. 2 en el cual 8610 existe una concentración alta de glu

cosa, teniendo la célula que incrementar una vía metab6lica, 

que beneficia a la producción del ácído glutámico. 

En ea medio de inducci6n Nam. 3 se presenta la variante, 

respecto al anterior, de la presencia de un precursor del - 

ácido glutámico en su ruta biosíntetica. Al existir un o--- 
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rientador se evita una desviación en el metabolismo de la

glucosa hacia el ácido glutámico. Los resultardos descritos

en la sección 10. 3, demuestran para este medio una produc- 

ción de ácido glutámico desde la serie A. 

Se hace notar que se pueden efectuarg durante la etapa

de inducción, valoraciones diarias de ácido glutámico me--- 

diante métodos bioqa4átmoov para conocer así la curva de in

ducci6n y saber en que moaento se tiene el máximo de pro--- 

ducci6n del mismo. 

Durante la fase de inducción no se tienen las condício— 

nes 6ptimas, siendo la principal limitante el flujo de aire

y la agitación, teniendo en consecuencia baja concentrací6n

de oxígeno disuelto, en esta etapa que se desarrolla en a& - 

traces. 

Toaando Como base los resultados cromatográficos duran- 

te la etapa de inducción, se seleccionan a los medios Nams. 

2 y3 para la etapa de producción del ácido glutámicO. 

Con el medio Nam. 2 se efectáen la primera y segunda fer

mentaciones, y con el medio NGa. 3 la tercera y cuarta fer- 

mentaciones. 

La quinta fermentación tiene la variante de añadir al -- 

medio Nám. 3 el extracto de maíz y la de duplicar el tíem- 

po de fermentación. 

En la primera fermentación se ooserva una variación de - 

pH en el segundo día de proceso, que puede so r deoido al -- 
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aumento de la concentración del ácido glutámico. En esta +—w

fermentación no se efectaa la meaici6n del oxígeno disuel- 

to. El resultado en la extracción es nulo, aunque en las

pruebas eromatográficas se muestra la presencia de ácído

glutámico. Esto se debe a una baja producción del ácido glu

támico y a mermas que se presentan durante el proceso de -- 

extracción. 

En la segunda fermentación se presenta una baja en el pH

al segundo día de proceso, lo que indica el inicio de la — 

producción de ácido glutámico, y concuerda con el inicio de

la fase estacionaria a las 56 h. ( gráfica A ), probando

que la producción de ácido glutámico comienza con la fase

estacionaria. En esta segunda fermentación se presenta un - 

aumento en el rerLdixáanto, aunque la concentración es baja

respecto al reportado por la literatura especializada. 

En la tercera fermentación se presenta la baja de pH al

primer día de proceso, que también concuerda con el início

de la fase estacionaria a las 24h. ( gráfica B ), a las -- 

48 h. sigue la disminuci6n del pH y con ello la producci6n

de ácido glutámico; a las 72 h. el pH no disminuye dete---- 

niéndose la producci6n de áaido glutámico. El rendimiento

es mayor que en las anteriores fermentaciones. 

En la cuarta fermentación se presenta la baja de pH a jw

las 24 h. al mismo tiempo que se inicia la fase estaciona- 

ria, ( gráfica C ), teniendo otra aisminuci6n a las 48 h. 
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y manteniéndose en 7. 0. a las 72 h. Se hace notar que duran

te esta fermentación se auiciona area desde el tiempo cero

en una concentraci6n de 0. 03 g/ ain., además de ajustar el

pE cada 24 h. a 7. 0. con ésto se evita una mayor variación

de pH, que afecta al microorganismo y a la producción de á- 

cido glutámico. El rendimiento obtenido en esta fermenta— 

ci6n es mayor que el reportado en la literatura. ( 13) 

En la quinta fermentación se efectúan dos variantes, que

son, la adición del extracto de maíz, y el, auaénto del tiem

po de proceso a seis días; para esto a las 72 h. se agrega

agua con la concentración inicial de biotina y de antiespu- 

mente. Esto se debe a que la uiotina es consumida en tres

días, siendo con esto el suatrato limitante de la fermenta- 

ci6n, y con su adición se trata de aumentar el rendimiento

de ácido glutámico. A la. 24 h. se presenta una disminucióx

del pH, que se sigue presentando hasta las 72 h., a las 96- 

h. se mantiene el pH a 7. 0, volviendo a disminuir a las --- 

120 h. y 144 h. El rendimiento de la fermentación es seme— 

jante a la anterior, no lográndose aumentar la producción - 

de ácido glutámico. Esto puede ser debido, a las deficien— 

cias del equipo, ya que la aeración disminuye a 2. 2 l/ min., 

lo que limita al oxígeno disuelto y con ello se efecta la - 

producción de ácido glutámiCO- 

Analizando los rendimientos de cada fermentación, se ob- 

serva que el medio de cultivo Nám. 5 tiene mejores caracte- 
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rísticas para mayor proauci6n de ácido glutámico, ya qae -- 

desde la primera fermentaci6n con este medio se presenta un

rendimiento mayor que los rendimientos del medio Nám. 2. El

gran aumento del rendimiento de la tercera a la cuarta fer- 

mentaci6n, puede ser deoido a tres factores; un control --- 

constante del pH, máxima adaptaci6n del microorganismo al - 

medio, y un mejor dominio de la técnica de extracci6n. 

Se hace notar que de esta cuarta fermentaci6n se toma la

muestra para el espectro en el inIrarrojo que se presenta - 

en la figura 12. 

No se efectúan las mediciones diarias de cada fermenta— 

ci6n, para conocer la curva de producci6n de ácido glutámi- 

co, debido a que no se dispone de un método de cuantifica-- 

ci6n rápido. 

La curva de crecimiento que se presenta en la figura 13, 

se ootiene de un proceso en el que no se pudo completar el

tiempo de fermentaci6n. En esta curva la fase de crecimien- 

to comienza a las 12 h., terminando a las 24 h. 
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12. 0 CONCLUSIONES. 

1.- A partir del crecimiento de Micrococcus glutamicus se - 

obtiene un aminoácido no esencial que es el ácido glutámi~ 

co, extrayéndose del medio de cultivo. 

2.- Se observa que con el medio de cultivo NúLm. 3 indicado

en la secci6n 8. 5, se obtienen mejores resultados. 

3.- Con un mejor control de pH se logra obtener un mayor -- 

rendimiento. 

4.- Se obtiene un rendimiento mayor que el reportado en la

literatura, bajo condiciones semejantes. 

5.- Los resultados s6lo son válidos para las condiciones de

fermentaci6n establecidas en este trabajo, sugiriéndose con

tinuar el estudio para mejorar el rendimiento, mejorando el

método de extracci6n, cambiando sustratos y variando las va

riables del proceso en su fase de inducci6n y produccí6n. 

6.- Se recomienda el estudio socio- econ6mico para su pro--- 

ducci6n industrial, ya que actualmente todo el consumo in- 

terno se Importa. 
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