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INTRODUCCION.

Uno de los grandes problemas que afronta el pais es, sin
duda, el alto volumen de importaciones de manufacturas y ma
terias primas, y de estas Gltimas, las de la rama de produc
tos quimicos producen una fuerte fuga de divisas, desequili
brando la balanza comercial del pais.

El glutamato momosbdico es de los productos gquimicos de
importacibm que ocupa de los primeros lugares en cuanto al
valor de la compra, siendo el &cido glutémico el antecesor
inmediato en la formacibn del glutamato monosédico, se pre-
senta la vialidad del estudio para la obtencibn del mismo,
mediante la tecnologia adaptada a los recursos que se tienen.

La obtencibn es por medio de diferentes microorganismos,
ya que asi lo han demostrado numerosos estudios reportados -
al respecto, principalmente en el Japbn, los cuales han uti-
lizado diferentes tipos de sustrato, desde glucosa, melazas,
hasta derivados del petrbleo. Con esto se presenta la alter-
nativa de utilizar productos de desecho, o secundarios que
abatirén los costos de produccibén, y con derivados del petr§
leo.

El descubrimiento del glutamato monosédico fue hecho por
K. Ikeda en 1908, siendo la industria alimentaria la princi-

-pal consumidora. La demanda aumentd principalmente después -



de la segunda querra mundial, y en consecuencia se tiene la
necesidad de encontmar mejores métodos de obtencibn, siendo
dos los métodos encontrados, el primero consiste en la con-
versibn bioquimica, mediante el empleo de un microorganismo,
y la segunda por sintesis quimica, esta Gtlima con el pro--
blema del racemato formado, pues la forma activa es la levd
gira. En 1957, dos grupos de investigadores, en forma inde-
pendiente, encontraron una bacteria capaz de producir efi-=
cientemente el &cido L-glutdmico a partir de glucosa y una

sal de amonio. Micrococcus glutamicus es el primer microor-

ganismo usado para la fermentacibén directa a escala indus--
trial del &cido L-glutémico por Kyowa Hakko Co. Ltd., des--
pués de este suceso, se desarrollaron diferentes métodos de
férmentacién para satisfacer la gran demanda mundial del =--
glutamato monosbdico.

Este estudio parte de glucosa como sustrato y mediante -

la utilizacién de una bacteria que es Micrococcus glutami--

cus.



1.0 Condiciones de cultivo.
1.1 Fuente de carbono.

La fuente de carbono no s6lo sirve para proporcionar las
unidades de carbono que se requieren para la formacibn del
&cido glutémico, sino también para satisfacer los requeri--
mientos de energia para su biosintesis. La glucosa, sacaro-
sa, fructosa, maltosa, ribosa, y xilosa pueden ser usadas -
como fuente de enrsia y de carbono. Principalmente son usa-
das la glucosa y la sacarosa. Pra fines industriasles se em-
plean hidrolizados de melazas, requiriéndose una técnica es
pecifica por su alto contenido de biotina.

1.2 Fuente de nitrégeno.

El nitrégeno, al igual que el carbono, es un constituyen
te principal en la obtencibn del &cido glutémico. La fuente
puede ser inorgénica u orgénica, siendo los cloruros, sulfa
tos y fosfatos de amonio y la urea, respectivamente, 108 ==
més utilizados. Durante la biosintesis se requieren grandes
cantidades.de i6n amonio, que se va azgregando en pequefias -
cantidades, ya que altas concentraciones del mismo producen
inhibiciébn de la produccién del &cido glutémico,

1.3 Bales inorgénicas.

Los iones inorgénicos generalmente usados en el medio, -
son los cationes K', Mg*", Fe**, y mn**, y los aniones POS ,
SOQ?;'CI'. Las cantidades aproximadamente son; de 0.05 al =

0.2% de KH,PO, y de K HPO,, del 0.025 al 0.1% de MgSO0, . 7H,0,
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del 0.0005 al 0.01% de FeSO +7H0, y del 0.0005 &l 0.005% de
lnSO4.4H20. Los iones fierro, potasio y manganeso, son facto
res determinantes, especialmente este Gltimo, para la produc
cibn del &cido glut&mico. (13).

Es necesaria mayor cantidad de iones potasio para la pro-
duccibn del &cido glutémico que la requerida para el creci--
miénto de las células; seglin estudios de Shiio (l})ise ren—-
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 —- .
produccién del &cido glutémico, siendo proporcional la canti
dad de &cido glutémico producido a la cantidad de potasio.
Existen otras bacterias que requieren ciertas cantidadec de

ptres iones como el zinc para Microbacfé}iun ammoniaphilum;

y cobalto para Corynebacterium alkanolyticum. (2).

1.4 Factores de crecimiento.
{Ei principal factor es la biotina durante la produccién
del &cido glutémico, siendo éste esencial para las bacterias

productoras de &cido glutémiég- La concentracién de biotina

B

para la produccibn de 4cido glﬁtémico debe ser inferior a la
Pecesaria para el crecimiento.i}lgunas cepas requieren ade--
nks de biotina, tiamina y cistma:.j
1.5 Otros componentes,

[g; adicibébn de citratos tiene 1o0s finalidades, que son: la
de inhibir el crecimiento de bacteribfagos durante la fermen

tacibn y como precursor en la biosintesis del &cido glutémi-



co, como se ver& en la ruta metabblica. (2,4). También se
pueden utilizar &cido oxélico, polifosfatos y &cido citrico.
(13).

1.6 El1 potencial hidrégeno.

El pH 6ptimo para el crecimiento de la bacteria producto-
ra de &cido glutémico se encuentra entre siete y ocho. Duran
te la fermentacibn se ajusta frecuentemente el pH del medio,
tendiendo éste a bajar por la formacién del &cido glutémico
u otros 4cidos.{1%). La adicién constante de hidréxido de a-
monio cumple dos funciones, una la de ajustar el pH y la de
proveer de nitr6geno. La urea puede reemplazar al hidréxido
de amonio, debido a que las bacterias productoras de &cido
glutémico poseen ureasgg(fig. ). (115139

1.7 Aereacibn y agitacién.

- El valor Kd (coeficiente de transferencia de oxigeno) 6p-
timo en el proceso es de 3 a 5 x 10'6mol Oz/atl.min.ml.(li).
En condiciones deficientes de oxigeno, la produccién de &ci-
do glutémico diswinuye y aumenta la cantidad de &cido lécti-
co y 4cido auccinico- si la cantidad de oxigeno se incremen-
ta la concentracién de écido Eetoglut&rlco aumenta. Lo ade--
cuado es mantener baja la aereacibn durante la face de creci
miento, seguida del nivel normal de aire en la fase estacio-
naria.(13,18).
128 ?é!peratura.

:La temperatura 6ptima para la fermentacibn es de 30°c a 35¢

C. Cuando las temperaturas de propagacibn ¥ la de producciébn

womd



son las mismas. el rendimiento de &cido glutémico aumenta, -
pero si étas fuesen diferentes, el rendimiento seria menor.
(11,13).

EES necesario mantener la temperatura 6pt}g§ Qonqtagﬁp, de
bi;o a que cambios en ésta provocan que los requirimientos -
nutricionales varien, ademis de desviaciones en la biosinte-

8is como acumulacibébn de &cido léctico}él}).

2.0 Mecanismo bioquimico de acumulacién.

2.1 Ruta metabéblica.

" En varios microorganismos el metabolismo de glucosa es =-
por medio de una cooperacibén de funciones entre la ruta Emb-
den-Meyerhoff-Parnas (BIP) y la desviacién de la hexosa mono
fosfato (HMD). La glucosa se convierte a piruvato, el que en
tra al ciclo de Acido tricarboxilico (TCA), formando &cido -
cetoglutérico y eventualmente &cido glutémico. Con Microco--

coccus zlutamicus, se demuestra que el metabolismo de 1la glu

cosa es via el citrato, y el glutamato se sintetiza por ami-
nacién reductiva del cetuglutarato.(fig. 2).(13).

La participacién de EMP y HMD sugiere la formacibén anaerd
bica del lactato y de las enzimas activas como la deshidroge
nasa de la glucosa 6-fosfato y la deshidrogenasa del 6-fosfo
gluconato que generan el NADPH requerido para la aminacién -
reductiva del cetoglutarato.

En la biosintesis de &cido glutémico, la fijacibén del big
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xido de carbono es selectiva, incorporé&ndose al grupo alfa

carboxilico del A&cido glutémico, (fig. 3).(13). Esta fijae=
cibén del 002 en el piruvato forma parte del ciclo del glio-
xalato, gque suple al de los &cidos dicarboxilicﬁs y ejerce

un efecto importante en la produccibébn del &cido glutémico.

(13).

Una caracteristica de las bacterias productoras del &cido
glutémico es la deficiencia que presentan para oxidar el ce-
toglutarato, (tabla 1). En consecuencia, el ciclo TCA blo==-
queado por la oxidacibébn del &cido cetoglutérico, lo cual fa-
vorece la formacibn del &cido glut&mico y previene una degra
dacibn posterior del alfa-cetoglutarato. La deficiencia de

Hicrococcus glutamicus para oxidar el TCA se demustra debido

al efecto de la permeabilidud de la membrana celular hacia -
estos &cidos, y la ausencia’'de .un sistema enzim&tico para --
reoxidar el NADPH/.La oxidacibén del citrato por un homogenei
zado de células ocurre solamente con la adicién de coloran--
tes de 6xido-reduccibébn como el azul de metileno, (fig. 4).
El citrato formado dentro de las células no puede ser libera
do ni oxidado por las mismas. Cuando se adiciona hidréxido -
de amonio, el citrato es transformado a glutamato por medio
de una oxidacibén y aminacibén reductiva, pudiendo asi pasar -
por la membrana celular. El fenomeno de acumulacién del &ci-

do glutimico puede ser un mecanismo de defensa de la célula

cuando existe una sobreproduccibn de citrato.(13).



La sintesis del &cido glutémico a partir de acetato se «~

observa en Brevibacterium flavum, y es postulada una modifi-

cacibén al TCA, incluyendo la via del glioxalato, como la via
biosintetiesa para el &cido glutimico. (£ig. 5).

Otra caracteristica de la produccibn de &cido glutémico -
es la amimilacién de nitrbégeno, la adiciébn de amonfaco es -
una parte importante del proceso. La formacibn de &cido glu-
té&mico a partir de los &ciaos tricarboxilicos se efctfia por
oxidacibébn con deshidrogenasa del isocitrato y posteriormente
una aminascibén reductiva de la deshidrogenasa del glutamato.
(13).

Las bacterias quevsintetizan al écido glutémico poseén ac
tividad de HADP asociada con la deshidrogenasa del glutamato,
(tabla 2). Una mutante de Micrococcus glutamicus requiere &-
cido glutémico y posee la deshidrogenasa del glutamato, é&sto
evidencia la imporcancia de la doble reaccibn para la biow—-
sintesis del &cido glutémico. (13).

Los cambios de energia 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 conversibn del citrato y amonfaco en L-
glutamato, es acompafada de una ganancia neta de energia de
13.6 Kcal/mol. El equilibrio de la reaccibn, tomado como un

sistema aislado, est& a favor de la sintesis del L-glutamato.



Este experimento se realizbé en condiciones anaerobias. Bajo
condiciones aerobias, el NADPH presente en la célula es oxi-
dado continuamente por oxigené molecular via el sistema oxi-

dativo terminal, como lo demuestra la fig. 7. LI

La ganancia neta de energia en esta reaccibn promueve‘fa
oxidacién de algfin sustrato enzimAticamente enlazado con el
NADP.(11).

En ausencia de amonfaco, la glucosa se oxida a cetogluta-
rato, ésto prueba la existencia de un sistema enzimético oxi
dativo asociado con la reaccién de la fig. 7. La reaccibn --
completa en el proceso es el NADP asociado a la deahidrogeﬁg
cibn del isocitrato y su regemeracibén por oxidaciébn. Este --
mismo sistema oxidativo terminal, es posible con la deshidro
genacibén del L-glutamato. En este caso la ganancia neta de -
energia es adecuada para cambiar el equilibrio de la reac-=—
cién (6e) hacia la produccién del cetoglutarato. Aqui se pre
senta la dificultad para explicar cbmo el L-glutamato puede
permanecer inerte a la oxidaciébn por la abundancia de aire.
Considerando prinéro la oxidacibébn del citrato, el paso de la
deshidrogenacién implica la suma de la reaccién, fig. 8.

La relacién de oxidacibébn entre el citrato y el L-glutama-
to debe estar en equilibrio con el NADPH, figs. 6e y 8; por
lo tanto, la relacidém de oxigeno absorbido es menor respecto
a la del citrato. La comprobecién es la incubacibn anaerobia

prolongada de células intactas de Brewibacterium flavum en -
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L-glutamato, midiéndose pequefas cantidades de cetoglutarato.
(11).
2.2 Funcibn de la biotina. /[, ¢

jiptra caracteristica en la obtencibn de &cido glutémico, -
es el efecto de la biotina en la produccidén del aminoécido.
Diversos microorganismos necesitan biotina para producir &ci
do glutimico. Con un exceso de biotina el crecimiento bacte-
riano es abundante, pero la produccibén de &cido glutémico --
disminuye, y se presenta aumento en la concentracibn de &ci-
do l&ctico y &cido cetoglutérico. La concentracibén 6ptima de
biotina para lograr la méxima produccibm de &cido glut&micd
‘es menor a la requerida para obtener el maximo de crecimien-
to nicrobiand?]En la tabla 3 se demuestra el efecto de la =
biotina en la produccidén del &cido glutémico por Micrococcus
glutamicus. (2,11,13).

[;a biotina puede ser reemplazada parcialmente por el &ci-
do asplrtico y el &cido oleico. La tiamina y la riboflavina
se han utilizado en mutante que requieren estas vitaminas --
junto con biotina; cuando las cantidades son limitadas, la -
concentracibn del écido glutémico aumenta y el crecimiento
bacteriano disminuyo:j(ll).

Se ha estudiado ia actividad de diferentes an&logos de la
biotina. La norbiotina tiene poca actividad para reemplazar
a la biotina, pero pueden hacerlo la destiobiotina, biotina-

d-sulféxido, sulfato de biotina y biocitina. La homobiotina
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es inhibidora tanto del crecimiento bacteriano como de la -
produccibn de &ciauo glutémico.

Varios precursores de la biotina pueden reemplazarla, co
mo los &cidos 7,8-diaminopelargbnico, el 7-ceto, 8-aminope-
largbnico, el 7-amino, 8-hidroxipelargbnico, 7-amino, 8-ce+
topelargbnico, el 7, 8-dicetopelargbnico, y el biotin-diami
nocarboxilico. La adicibén en concentraciones de 200 & —~=--
400,000 ug/1 segln el caso, produce &cido glutémico en con-
centracibébn mayor al 40% respecto a la glucosa consunida.(l}).
Después de estudiar las actividades de estos precursores en
el crecimiento bacteriano y la produccibn de &cido glutémi-
co, se presenta la posible ruta biosintetica de la biotina
en la fiz. 9.

: El &cido oleico reemplaza a la biotina tanto para el cre-
cimiento bacteriano, como para da produccibébn de &cido gluté-
mico, debido a yue nc s6lo mejora la permeabilidad celular
sino también es un precursor de la biotina.(13).

~wee— Bn Microbacterium ammoniaphilum se reemplaza a la bioti-

na por &cido oleico contenido en tensoactivos como el mono
o trioleato sbérbico en concentraciones de 400 a 600 mg/1l.
Se pienza que estos derivados del &cido oleico se hidroli-
zan en la bacteria y el 4cido oleico producido sustituye -
a la biotina. Los &cidos grasos insaturados de 018, como -=-
los &cidos elaidinico, &cido vaccénico, &cido linoleico, &-

cido linolénico, y el &cido hidroxioleico, en ciertas con--
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centraciones reemplazan a la biotina para el crecimiento ba@
teriano. Existen otros compuestos que reemplazan a la bioti-
na, como algunas hormonas de plantas, siendo el &cido indol-
acético y el &cido 2, 4-diclorofenoxiacético, los mhs estu-—-

diados en Brevibacterium lactofermentum.

Se ha pensado que la biotina ejerce una regulacibn en la
relacién HMD/EMP en la glucolisis. E1 HMD provée al aistemn
del NADPH requerido para la formaci6n del &cido glutémico.
Se ha calculado la relacibébn 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 carboxili
co del piruvato en condiciones aerobias y con un inhibidor -
metélico, siendo esta relacibn de 10/90. Este resultado di-
fiere con la suposicibn de la gran proporcibébn de HMD en glu-
colisis. La estimacién del HMD se efectua en células ricas y
deficientes en biotina, siendo el porcemtaje de particips——-
cibén de cada una de, 38% en las ricas, y de 26% para las po-
bres en piotina. Por lo tanto, la biotina no afecta la rela-
cibn entre estas dos rutas metapblicas en glucolisis, pero
8i ejerce una influencia en su velocidad.(13).

Con exceso dé biotina la glucolisis aumenta produciendo -
grandes cantidad de piruvato, que no puede ser completamente
oxidado por la oxidasa del piruvato, convirtiéndose a lacta-

to y siemdo exéretado al medio. La biotina ejerce una influ-
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encia decisiva en el metabb6lismo del piruvato, regulando la
proporcién de oxidacibén de los sustratos de carbono y deter
minando la produccibébn total de acido glutémico.(13).

Cuando la glucosa es oxidada en células ricas en biotina,
se requiere cerca del 70% del oxigeno para su completa.oxi-
dacibén. Algunos fcidos orghnicos gque no son permeables a la
membrana celular puede ser oxidados, exceptuendo al &cido -
citrico, al &4cido cis-aconitico y al &cido cetoglutérico. -
En células deficientes en biotina la oxidacibn de la glucow
sa, acetato y succinato decrecen, pero si se adiciona NAD,
'se nota que los niveles de oxidacibén se comparan con los de
las células abundantes en biotina. Se cree que esta disminu
cibn en la oxidacibn se debe a las bajas concentraciones de
NAD y de NADPH, ya que su concentracibébn es la mitad o cuar-
ta parte respecto a las abundantes en biotina.

En células de Micrococcus glutamicus deficientes en bio-

tina, se piensa que la oxidacién del acetato es baja y se -
efectGa mediante la ruta del glioxalato. Este sistema, in-
cluyendo los pasos de descarboxilacibébn oxidativa del oxalo-
acetato, malato y piruvato, es de oxidacién completa dentro
dentro de la bacteria.(13).

El ciclo del glioxalato provée de los &cidos dicarboxili
cos necesarios para la piosintesis del &cido glutémico, —---
siendo regulado por la concentracibén del acetato. La activi

dad de la enzima clave en este ciclo es la liasa del isoci-
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trato, la que en células que crecen en glucosa y deficientes
en biotina es minima.(13).

La disminucién que se presenta en la oxidacién del piru-
vato es como resultado de la disminuci6én en la formacibén del
acetato y la baja en la induccién de la liasa del isocitrato.
La liasa del isocitrato puede ser reprimida, como en otros -
microorganismos, por succinato, el que se acumula pues dismi
nuye su oxidacién en células abundantes en biotina. En célu-
las pobres en biotina la desviacibn del ciclo del glioxalato
y la falta de un sistema completo de oxidaci6bn del acetato,
favorecen la produccibén de &cido glutémico, incidiendo en el
flujo metabblico 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 acumulacibn Qel &cido glutémico se explica
mediante el ciclo del glioxalato, si se suprime la descompo-
sicibn de los &cidos dicarboxilicos, malato y oxaloacetato
principalemnte.(13). Es importante notar que el ciclo del -
glioxalato tiene una doble funcibén, dependiendo del grado en
el cual pueden ser uescompuetsos el malato y el oxaloacetato.
Una es la de completar el sistema de oxidacibébn del acetato,

y la otra, la de reforzar el sistema de biosintesis del &ci-

do glutémico. =#n 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, malato, oxaloacetato y ce-
toglutarato. Esto sugiere que la accibn de las dos enzimas
en el isocitrato es importante para mantener el balance me-
tabblico entre el ciclo TCA y el ciclo del glioxalato.(13).

Ha sido observada la regulacibn alostérica de la carbo-
xilasa del fosfoenolpiruvato y la cinasa del piruvato. La
primera es activada por acetil-Co-A y 1-6, difosfato de ---
fructosa, e inhibida por el aspartato, y la Gltima se acti-
va por el AMP y se inhibe por el ATP. Se piensa que estos -
controles son significativos para el equilibrio en la forma
cibn de acetil-Co-A y el oxaloacetato, siendo éste importan
te para la biosintesis del &cido glutémico. En la oxidacién
final de la glucosa, tanto los iones como la biotina actGan
como regulaaores de su actividad.

"La relacibédn de glucosa consumida en presencia de amonio
por células deficientes en biotina es répida, y la produc--
cibn de &cido glutémico es mayor que si en ausencia de amo=-
nio el consumo de glucosa baja y aumenta la concentraciédm -
de cetoglutarato, piruvato, acetato y succinato. La rela---
cibn de oxigeno absrobido y glucosa consumida es presencia
de NHQ* es casi uno; de otra manera, en su ausencia, esta -

relacibébn es mayor a dos. En Micrococcus glutamicus la amina

ciébn reductiva del cetoglutarato casi no es afectaaa por la

presencia de oxigeno, produciendo una mayor proporcién con



- G o

la respiracién aerobia; se nota aqui la importancia del amo
niéco en el metabolismo aerbbico de la glucosa.(13).

En la oxidacibn de la glucosa se ha estudiado el efecto
de amoniaco por la cantidad de CO2 radiactivo que se des—--
prende de glucosa-G—lQC, demostrando que el amonfaco en las
células deficientes en biotina ejerce un efecto en la com--
pleta oxidacibn, a diferencia de las células ricas en bioti
na, en las que no se aprecia ningin efecto.(labla 3).(13).
Por lo tanto, la biotina y el amoniéco regulan el metabolis
mo de los compuestos de carbono después del piruvato, y en
la relacién de la oxidacibn completa y biosintesis del &ci-
do glutémico. La oxidacibén completa predomina en las célu--—
las ricas en biotina, mientras que la biosintesis del &ci--
do glutémico, y en los pasos gue envuelven a la lissa del -
isocitrato, la oxidacibn del succinato y la presumible des-
carboxilacién del malato u oxaloacetato, son retardadas por
la deficiencia en biotina y la conversibn del citrato a éci
do glutémico no se afectas

La actividad de la deshidrogenasa del glutamato, que es
importante en la asimilacién del nitrégeno, . es mayor en un
medio natural que en un quimico, y no es afectada por la ==
concentracién de la biotina.(13).

El glutamato exbgeno no afecta el crecimiento celular, -
debido a que no e8 consumido ni utilizado para la reproduc-

cibén celular. Esta es una caracteristica importante de los
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microorganismos productores de &cido glutémico.

En condiciones de alto contenido de biotina, la liasa del
isocitrato es reforzada y el ciclo del glioxalato trabaja -
activamente para proporcionar la cantidad de energia reque-
rida para la biosintesis de proteinas. En condiciones defi-
cieates en biotina, disminuye la actividad del ciclo del --
glioxalato y los requerimientos de enrgia, por lo que es re
primida la biosintesis de proteinas. En estas condiciones -
las reacciones de la deshidrogenasa del isocitrato y la des

“hidrogenasa del glutamato producen mayor cantidad de &cido
glutémico.(2).

Se concluye que estas reacciones de oxidacibn y reduccibn
del isocitrato, gque son un mecanismo b&sico de asimilagibn -
del nitrogeno por la bacteria, estén en fuerte competencia
con la biosintesis de protefnas.

ié; diferentes niveles de biotina se determina la concen-
tracién de los amino&cidos. Cuando la concentracibn del me-
dio es abundante en biotina la concentracién del &cido glu-
témico respecto al total de amino&cidos dentro y fuera de -
la célula es del 12%. Los amino4cidos excretados por la cé-
lula son; #&cido asplrtico, &cido glutémico, prolina, isoleu
cina, leucina, tirosina, lisina e histidina. sn condiciones
deficientes de biotina la cantidad de 4cido glutémico excre
tado es del 92% respecto al total de amino&cidos. Se excre-

tan de la célula, treonina, &cido glutémico, glicina, alani
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na, valina, metinina, leucina, lisina e histidina.(13).

Con mayor cantidad de biotina se excreta en ebundancia
la alanina. Las células con mayor concentracibédn de biotina
en el medio contienen mayor cantidad de amino&cidos intra-
celulares que las deficientes en biotina. En la tabla 4 se
demuestra esta relacibn. En defic.encia de biotina la oxi-
dacién completa se reduce, dando una disminucibn en la pro-

duccibn del ATP que es requerido para la biosintesis de --

proteinas.‘

3.0 Efecto de varios agentes en la formacién del &cido glu-~-
téamico.
3.1 Efecto de la penicilina.
£§éade que se conocio la accibn de la piotina el problema
que se presentd fue la utilizaciédn de melazas que contienen
grandes cantidades de biotina. El problema fue resuelto con
la adicibébn de penicilina durante la fermentacibén.(11,13,14).
La fermentacibén se empieza con un medio rico en biotina
de la manera usual, después de un cierto tiempo en la fase
de crecimiento, horas después de haberse iniciado la fermen
tacibn, la penicilina G se adiciona al medio en una concen-
tracibn aproximada de 4 unidades por ml. Con la adicién de
la penicilina el crecimiento pacteriano se restringe llegan

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

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

Al igual que la penicilina, otros antibibticos como cefa
lasporina C, oxamicina, novobiocina, oxitetraciclina, cloro
tetraciclina, tetraciclina, bacitracina, cloramfenicol, es-
treptomicina y dextromicina, son efectivos para la acumula-
cibn de &cido glutémico. Siendo la penicilina el antibibti-
co més efectivo, se ha encontrado que la efectividad del --
mismo puede estar relacionada con la permeabilidad de la ==
membrana celular, la gue es removida.(13).

3.2 Efecto de los Tensoactivos.

La adicién de tensoactivos no-ibnicos, catibnicos o anid
nicos, produce un aumento en la produccién de &cido glutémi
co.'\La efectividad del tensoactivo depende de la naturaleza
d;l &cido graso saturado gue lo constituye. De esta manera
el Tween 60 ( polioxietilen-monoestearato sérbico) y el ---
T;;;n ;O ( mismo derivado del &cido palmitico) son efecti-
§68, pero el Tween 20 y el 80 (derivados del &cido l&urico
y de &cido oleico respectivamente) no lo sony/La capacidad
de aumentar la produccidn de &cido glutémico de estos com-

puestes no puede ser explicada estrictamente en base a que

mejoran la permeabilidad celular.(13).

4,0 Regulacibén de la membrana celular.
4,1 Relacibn de aminodcidos libres intracelulares.

Desde el descubrimiento de la accibdn de la penicilina en
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La obtenciébn de &cido glutémico, ha crecido la tendencia al
estudio no sblo de la penicilina sino también de la biotina
en terminos de regulacidén de la membrana celular.

Se liberan una mayor cantidad de amino&cidos intracelula
res de células deficientes en biotina, lavandolas con solu-
ciones reguladoras, a diferencia de las abundantes en bioti
na, que no los liberan. Lavando estas células con CATAB ---
(tensoactivo) los amino&ciods son liberados. Esto implica -
que la diferencia de habilidad de producir el adcido glutémi
co entre células abundantes y deficientes en biotina es de-
bida a la diferencia dJe permeabilidad celular hacia el glu-
tamato. Del 7% al 96% de los aminodciods intracelulares y -
el &cido glutimico pueden ser liberaaos por simples lavados,
de células deficientes en biotina, o con penicilina o tween
60 adicionados durante la fermentacidn a células abundantes
en biotina. En este caso solamente se libera del 5 al 28% -
de los aminoéciods.(13). |
4,2 Principales transformaciones celulares.

Las células de un medio abundante en biotina.en fase es-
taciomaria, no se pueden convertir en productoras de &cido
glutémico con la adicién de penicilina o Tween 60. Esto in-
dica que al adicionar penicilina, tensoactivos, &cidos 3zra-
s0s, isobutanol, violeta degenciana y desoxicolato, se pre=
sentan cambios durante la fase de crecimiento. Las células

que crecienron con adicidén de penicilina no sintetizan com-
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pletamente la pared celular y frecuentemente sufren elonga-
ciones y protuberancias. Con la adicién de tensoactivos y -
&cidos grasos, la barrera de permeabilidad celular es remo-
vida, pero no se efectuun los dr&sticos cambios en la es---
tructura celular que se presentan con la adicibén de penici-
lina.(13).

Los efectos de la penicilina y de los tensoactivos, son
comparados con la adicién a cada medio, de las sustancias -
que alteran la presibén osmbtica (nitrato de sodio y beta-a-
lanina), y los resultados demostraron que la penicilina es
inefectiva en un medio con mayor presibén osmbtica, en cam-
bio los tenscactivos actuan independientemente de la pre---
sibn osmbébtica. Cuando la penicilina es usada, el cambio en
la estructura celular sucede solamente con una presibébn os--
mbtica baja. Estas ovservaciones llevan a la conclusibén de
que la funcibn de la penicilina es la de inhibir la sinte-
sis de la pared celular, permitiendo gue la membrana celu--
lar quede desprotegida, y rompiendo la barrera por el dano
mecénico de la memorana celular. f£in cambio los tensoactivos
causan cambios en la composicién quimica de la membrana, lo
que resulta en un aumento en la permeabilidad de la membra-
na celular.(13).

4.3 Cambios de lipidos en la membrana celular.
Los tensoactivos interfieren con la formacibén de la mem-

brana celular, compitiendo probablemente con los &cidos gra
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sos insaturados. Esto se asume debido a que la biosintesis

de los &cidos grasos insaturados se limita a células defi-
cientes en biotina, dando una incompleta membrana con menor
contenido de lipidos y una mejora en la permeabilidad hacia
el &cido glutémico principalmente.(13).

Los &cidos grasos insaturados de 18 C, como el &cido o--
leico y sus derivados, pueden reemplazar a la biotina, mien
tras que los &4cidos grasos saturados de 14 C a 18 C demues-
tran una actividad semejante a la penicilina. M&s del 90% -

de los 4cidos grasos intracelulares de Brevibacterium lacto-

fermentum consiste en los &cidos palmitico y oleico, pero
cuando el sorbon T-40 (polioxietilén-monopalmitato s6rbico)
se adiciona al medio gue es abundante en biotina, el &cido
esteflrico se forma y el &cido oleico decrece, llegando a
niveles encontrados en las células deficientes en biotina.
Cuando la penicilina se adiciona en las mismas condiciones
el &4cido palmitico y el &cido oleico aumentan. Esto sugiere
que el modo de accibn de la penicilina y el sorbon T-40 son
diferentes.(13).
Cuando el tensoactivo POEFE (ester del acido graso y po-

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

Microbacterium ammoniaphilum adquiere habilidad para produ-

cir &cido glutémico, siendo la relacibébn intracelular entre
los &cido grasos saturados e insaturados mayor de uno, de -

otra manera si no fuese adicionado, la relacibén seria menor
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a uno. Por fraccionamiento de la memorana celular después -
del tratamiento con lisozima se demostré que se presentan -
cambios en la composicién de los &cidos grasos. Una diferen
cia similar en la composicibén de los grasos se observa enes
tre las células ricas y deficientes en biotina, pero esta -
diferencia no es detectada con o sin la adiciébn de la peni-
cilina.(13).

El contenido de fosfolipidos 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. Cuando las células crecen en un medio suplementado con
&cido oleico en lugar de biotina y se adiciona margarato de
polietilén glicol, no se produce &cido glutémico principal-
mente, y no se presentan cambios significativos en el conte
nido de fosfolipidos intracelulares. Se concluye de estas -
observaciones gque la produccibn de &cido glutémico esté es-
trechamente relacionada con la biosintesis de fosfolipidos
intracelulares y los &4cidos grasos saturados compiten con
la piotina en la biosintesis. Cuando la penicilina se adi--
ciona a un medio suplementado con &cido oleico, gran canti-
dad de &cido glutémico se produce, pero no ocurren cambios
apreciables en los fosfolipidos, con ésto se deduce que la
accién de la penicilina es indirecta con respecto a la com-
posicién de la membrana celular.

Por lo tanto, el cambio de permeaoilidad hacia el &cido



— N =

glutlmico se depe a la sintesis incompleta de los lipidos -
en la membrana celular, siendo la causa principal de la pro
duccibébn del &cido glutémico.(13).

;7ﬁl mecanismo de regulacibn de biotina en la obtencibn de
éJZAO glutémico. que ha sido el problema central en su estu
dio, se sintetiza en tres puntos; disminuye la habilidad de
la oxidacibn completa, disminuye la biosintesis de protefi~-~
nas, y aumenta la permeabilidad celular,,

5.0 Alteraciones en la produccibn de 4cido glutémico.
5.1 Acido léctico, .

,;ﬁ;a ligera variacibn de las condiciones 6ptimas de ferse
mentacién produce un cambio en el metabolito deseado. Un --
aumento de crecimiento de la biomasa por un exceso de bioti
na, es suficiente para variar el curso de la fermentacibn -

produciendo &cido léctiqg;fUna asracifn deficiemte en Micro-

coccus glutamicus también presenta un cambio en el producto

de fermentacién. Inclusive en otros microorganismos como =--

Brevibacterium divaricatum el cambio de temperatura de 30e

a 37¢C produce esta alteracibdn. Se piensa que el &cido l4c-
tico es formado por la via del ciclo de la pentosa monofos-
fato., (13).

5.2 Aciégrsqu;pico.

[El oxigeno ejerce una influencia sobre la produccibén del

&4cido succinico en lugar de &cido glutémicd? La cantidad de

~



&cido succinico aumenta o decrece con la variacibdn del coe-
ficiente de transferencia de oxigeno. Se ha en:contrado que
sustancias como el extracto de maiz adicionado al medio de
fermentacibn producen &cido succinico. La produccibébn de &-
cido succinico se debe a la reduccibédn del &cido fumérico =~
con el NADH como donador de hidrégeno, y no con el NADPH --
que es utilizado con el &cido glutémico: . . . (13).
5.3 Acido alfa-cetoglutérico.

gE?isten varios cambios en el medio de cultivo que produ-
cen pacido alfa-cetoglutérico, pueden ser la alta concentra
cién de biotina, la disminucién de la actividad de la deshi
drogenasa del-;iutamaco. También cuando se utiliza para con

trolar el pH NaOH en lugar de nidto;ido de ambénio o urea.se

—_———

presenta la acumulacibn del cetoglutarato. (13).
5.4 Acumulacibn de glutamina.

Este tipo de acumulacién se ve favorecida por un pH lige
ramente &cido, dando glutamina y N-acetilglutamina. Existen
dos hechos que favorecen su acumulaciébn; la glutaminasa de
la bacteria tiene un pH éptimo alcalino, que también es ac-
tivado por bajas concentraciones de sulfato de amonio, y la
sintetasa de la glutamina tiene un pH éptimo entre 5.5 y --»
6.5. Por lo tanto el pH del medio y la concentracidn de io-
nes amonio juegan un papel importante en la acumulacién de

glutamina. (13).
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6.0 Especificaciones de scido glutémico.

~Peso molecular 147.13
Nitrégeno 9.52 %
Cristales rbmbicos

Cte. de disociacibn PKooon= 2.19; pPEggog™ 4,25; pKNHB- 9.67
Punto isoeléctrico 3,22
Rotacibébn especifica D20- +31.60 (2N HC1l, c¢=10)
Insoluble en disolventes orgénicos.
Solubilidad en agua: (g/100 g H20)= 0.34 (0e), 0.50 (10°),
0.72 (20°), 1.04 (30°), 1.51 (4090),
2.19 (50°), 3.17 (60°), 4.59 (70°),
6.66 (80%), 9.66 (90°), 14.00 (100¢°).
(1,12).

7.0 Usos y toxicidad.

;fhs un constituyente comin de las proteinas, especialmen-
te de las proteinas de granos como el gluten, es un cofac--
tor en los sistemas de oxido-reduccibébn del organismo, como
sal sbdica es un excelente saborizante. Nutricionalmete es
un aminoicido no esencial, pero fisiolégicamente es muy im-
portante. Esta situaao en un punto clave del metabolismo de
az@Gcares y grasas. Por desaminacién o transaminacién forma
&cido alfa-cetoglutérico, el cual forma parte del ciclo de
Kreebs. Es un importante donaaor de nitrégeno en la sinte-

sis de varios aminobcidos o sus ceto-anélogos. (1).

-
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Con amoniaco forma L-glutamina y de esta manera desinto-
xica a la célula. El &cido acetil-L-glutémico es un cofac--
tor en la formaci16n del fosfato de carbamilo para la sinte-
sis de urea. (1).

fsuega un papel importante en el metabolismo cerebral lle
gén&osele a llamar alimento cerebral. Participa en el trans

porte de potasio en el cerebro, también lo desintoxica del

amoniacoq Forma el &cido gama-aminobutirico por descarboxi-

—

lacibn en los tejidos del sistema nervioso central. Algunos
gama-glutamil-péptidos han sido encontrados en los tejidos
cereorales. En sintesis,[é} &cido glutémico es esencial pa-
ra mejorar y mantener la funcibn cerebrai} (1).

Lgus principales usos son para tratafnia epilepsia, coma
hep&tico, distrofia muscular y retardo mental. También en
algunos desbrdenes 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

vémitos;l(5,9).
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Figura 1. Curso de la fermentacibén de &c. glutémico por

Micrococcus glutamicus. Composicibén del medio; glucosa 10%,

Extracto de maiz, 0.25%; NZ-amina, 0.5%; K,HPO,, 0.1%; ---
MgSO0, "7H,0, 0.025%; urea, 0.5%, con agitacibn y a 28°C.

GLUCOSA ——> CITRATO ———— > ISOCITRATO
: /_.. NADP > l
NADP NADPH
GLUTAMATO ¢ == — &t~CETOGLUTARICO
NH,
Figura 2. Via metabblica de glucosa hacia glutamato en, ---

Micrococcus glutamicus.
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Figura 3. Incorporacién del bibxido de carbono marcado duran

te la fermentacibn del &cido glutémico con Micrococcus gluta-

micus.
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Figura 4. Efecto del azul de metileno sobre la oxidacién del
&c, citrico y el &c. gltémico con homogenizado de células. -
Composicibébn de la mezcla de reaccibmn; citrato 6 glutamato de
sodio 50 umol; azul de metileno, 2 umol; bofer de fosfatos,
lOOlu.moles, ( pH 7.8 ); Homogenizado de células, 75 mg. A -

37eC, 2.5 ml de volumen total, y aire.
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k/jgetil-CoA Acetilfosfato acetato
citrato
oxaloacetato
cis-aconitato
malato
Aceti-CoA —
isocitrato
glioxalato /
fumarato
succinato
002

d -cetoglutarato

l

GLUTAMATO

Figura 5. Posible ruta de formacibén del &cido glutémico a

partir de acetato.
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AF(Kcal/mol).

CITRATO CIS-ACONITATO + HZO + 2.04 (6a)
CIS-ACONITATO + H20<—————— ISOCITRATO - 0.45 (6b)
ISOCITRATO + NADP ——— OXALOSUCCINATO + NADPH+H - 0.60 (6¢)
OXALOSUCCINATO + H<——ALFA-CETOGLUTARATO + 002 - 8.60 (64)
ALF A-CETOGLUTARATO + NHu + NADPH+H

L-GLUTAMATO + H20 - 6.00 (6e)
Total:
CITRATO + NH4+ + HY*T—=L-GLUTAMATO + COZf H20 -13.60 ( 6)

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

NADPH+H 1/2 0, T————— NADP + H,0 AF = - 52 Kcal/mol

Figura 7. Energia libre en la oxidacién del NADPH

CITRATO + NADP ALF A-CETOGLUTARATO + CO2 + NADPH

AF = - 7.61 Kcal/mol.

Figura 8. Cambio de energia libre del citrato al cetoglutarato.
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Figura 9. Posible biosintesis de la biotina.
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Tabla 1
Capacidad de oxidar Qarios sustratos de céluldas pobres y ri-

cas en biotina.

células pobres en células ricas en
biotina biotina
Sustrato®’ células homogeneizado células homogeneizado
intactas de células intactas de células
Glucosa 58 45 65 58
Piruvato 14 9 23 15
Lactato 55 22 44 45
Acetato 11 9 41 39
Oxaloacetato 19 15 2> 18
Citrato - - - =

Cis-aconitato - - = -

a-cetoglutarato

Succinato 1 3 29 15

Fumarato 9 8 20 10
Malato 11 9 18 11

P :
Composicibén de la mezcla de reaccidédn: sustrato, 25 umoles;

regulador de fosfatos (pH=7.8) 150 umoles; células intactas
u homogeneizadas, 20 mg; volumen total, 2.0 ml, A 37°C y con

aire.
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Tabla 2

Actividad de la deshidrogenasa del glutamato en varios micro

organismos. (13).

Actividad especifica

Microorganismo AE/(g. de proteina)
Bacillus subtilis 2.7
Bacillus natto 1.4
Bacillus cereus 21.5
Bacillus megaterium 6.5
Escherichia coli 134.0

1020.0
Serr a marcescen 410.0
Serr a e 40.0
Pseudomonas fluorescengs NRRL B-6 26.4
Pseudomonas ovalis 419,.0
Micrococcus epidermis Hucker 1.4
Micrococcus sodonensis -
Micrococcus conglometarus 28.0
Micrococcus lysodeikticus Fleming 3333 -
Micrococcus variang ATCC 399 6.0
Micrococcus citreus ATCC 4012 3.0
Micrococcus flawvus 75.0
Micrococcus pyogenes var. albus -
Micrococcus caseolyticus ATCC 8460 -
Micrococeus glutamicum No. 516 205.0
Micrococcus glutamicum No. 541 5510
Micrococcus glutamicum No. 560 434,0
Micrococcus glutamicum No. 582 380.0
Micrococcus glutamicum No. 588 570.0
Saccharomyces cerevisae 266.0
Torula utilis 660.0
Rhodotorula glutinis 356.0
Xanthomonas citricus -
Aspergilus niger 132.0
Penicillium chrysogenun 630.0

Rhizopus nigricans 720.0




Tabla 3
Relacibébn entre la concentracién de biotina y el metabolito acumulado en

Micrococcus glutamicus.

Biotina glucosa pH &c. glutémico &c. cetoglutérico 4&c. léctico
residual
( &/1) (%) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
0.0 8.5 8.90 1.5 trazas trazas
0.5 2.5 8.60 17.0 3.0 7.6
1.0 0.5 8.37 25.0 4.6 7.4
2.5 0.4 8.21 30.8 10.1 6.9
5.0 0.1 8.17 10.8 7.0 13.7
10.0 0.2 8.37 6.7 8.0 20.5
25.0 0.1 8.8% 7.5 10.1 23.1

50.0 0.1 8.42 5.7 6.2 30.0

—Ag-
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8.0 Materiales y métodos.
8.1 Caracteristicas 3eneraiea de Micrococcus glutam;cus:

Cigée: Esquizomiéétos V

Orden: Eubacteriales

Familia: Micrococcacese

Género: Micrococcus

Especie: glutamicus :

“Son bacterias esféricas dispuestas en masas irregulares
pero nunca apelotonadas; la mayoria de las desarrolladas en
alimentos son Gram-positivas, pero algunas especies pierden
esta caracteristica y son reportadas Gram-negativas, aero--
bias y catalasa positiva. Su temperatura 6ptima de creci===
miento est& entre los 2> y 30°C, crecen bien en gelosa nu--
tritiva y no presentan coloracién. Las colonias se desarro-
l1lan con facilidad. E1 pH 6ptimo es neutro. Durante la fer-
mentacibn sufren cambios en la pared celular y adquieren un
color ligeramente rosédgi (,10,16).

8.2 Descripcibn del eqd;po.

A) Descripcibn del fermentador.

Microferm Fermentor, New Brunswick Scientific Co. INC. -
New Brunswick N. J. US patente Num. 3,445,342; modelo Num.
MF-114,

Especificaciones:
Cgpacidad 14 1.
Agitacién (rpm) 100 - 1000



Volumen de fermentacién 2 - 11 1.

Impulsores Turbinas

Aspersores de aire Orificios simples removibles

Capacidad de flujo 1,600 - 16,000 (ml de aire/-
min).

Limites de temperatura He - 60°C X 0.250cC.

Calentamiento Cartucho de inmersibn de ace

ro inoxidable.

Es un fermentador a escala utilizado para cultivos de mi
croorganismos en fermentaciones intermitentes y continuas.
La anidad donde se 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 una placa que se acopla herméticamente por me
dio de un empague y atornilléndola 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 agitacibn es magnético, para evitar con-
taminaciones.

La agitacibn se realiza por medio de impulsores con tres
series de agitadores planos y cuatro bafles verticales, pro
duciendo una agitaciébn radial, logrando una mejor disper-—---
sibn de los constituyentes del medio.

La velocidad de agitacibn se regula por un sistema de re

troalimentacibn electrénica para variaciones de voltaje y
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alteraciones en la viscocidad del medio de cultivo; para re
gular la agitacibébn se cuenta con un tacbmetro, el cual po--
sée un botdén de regulacién y asi obtener la velocidad de a-
gitacibn deseada.

il aire se introduce a través de un regulador de presibn

L XY
que tiene un rotémetro y un filtro de acero inoxidable. El

gas estéril se introduce por una tuberia que posée un orifi
cio, el que puede ser intercambiado por un anillo o disco -
aspersor. Para disminuir la pérdida del liquido por evapora
ciébn, en la salida del zas 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 efect@ia por medio de dos
termistores, que se encuentran sumergidos en dos comparti--
mientos de acero inoxidable, los cuales envian una senal pa
ra circular agua caliente o fria y mantener una temperatura
estable. En el panel de controles se encuentra el control -
de temperatura. El Agua fria proviene de la toma de agua del
laboratorio, mientras que el agua caliente pasa por una ca-
lentador que se encuentra en el fermentador, para asi recir
cular por los baffles.

Un accesorio que posée el microfermentador es el de con-
trol automético de pH, el gue consiste en introducir dos e-
lectrodos, uno de medida y el otro de referencia en sus resg

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 peristéltica se van adicionando solu-
ciones reguladoras. Este aparato posée un graficador para -
asi ver las variaciones de pH.

Otro accesorio que tiene este microfermentador es un me-
didor y graficador del oxigeno 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 fermentacibn.

B) Incubadora con agitacifn.

Controlle environment. Incubator shaker, New Brunswick.
Modelo NGm. G27 US patent No. 3,002,895.

Especificaciones;

Limites de temperatura 0e - 60°C ¥ 0,5eC
Velocidad (rpm) . 40 - 400
Movimiento Rotatorio, describiendo

un circulo de diémetro

de 1 pulg.
Plataforma 18 x 30 pulg.
Anagueles 19.9 x 32.5 pulg.
Motor de mando 1/4 HP,
Corriente Alterna de 200 voltios.

La incupadora posée controles de temperatura, velocidad
de agitacibn y temperatura de seguridad. Contiene también -
dos tipos de lamparas, unas fluorescentes y otras de tungs=

teno. “n esta incubadora se pueden alternar crecimientos de
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cultivos esthticos y con agitacién en las mismas condicio-
nes de medio ambiente y temperatura. Cuando la puerta que -
tiene un cristal refractario es abilerta se detiene la agita
cibn e inmediatamente funciona un ventilador y se enciende
autométicamente la temperatura de seguridad. Tiene tres pla
taformas diferentes para tres tamanos de matraces, estas --
plataformas son intercambiables.

C) Potencibmetro.

Sargent - Welch pH meter, modelo SX, Sargent Welch Scien
tific Co.

Escala de pH de O - 14 mv.

Con un electrodo integyrado de medida y referencia Sargent
-Welch, el cual debe ser calipbrado primero con una solucibn
reguladora de pH 7.0 y segundo, con una solucién reguladora
de pH 4.0. Este electrodo debe permanecer en agua destilada
y peribédicamemte se debe lavar con acetona para eliminar la
grasa.

D) Espectrofotébmetro de infrarrojo.

El espectro de infrarrojo se obtuvo de un espectrofotbme
tro Perkin Elmer modelo 337.

E) Centrifuga manual de dos brazos.

F) Autoclaves.

Una vertical y otra horizontal, ambas con controles de -
presibn y nivel de agua.

G) Bomba de vacio.
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De lubricacién autom&tica con un motor de 1/2 HP. de co-

rriente alterna.

H) Material de vidrio Pyrex, comGn en el laboratorio.
8.3 Medio de mantenimiento.

El medio de mantenimiento utilizado es:

Agar 2.0 g
Extracto de carne 0.5 8
H20 dest. 100 ml

Se incuban a 30°C durante tres dias en tubos inclinados,
consevandose en refrigeracién a 3°C durante un mes. Se este
rilizan a 121°C durante 1> min.

8.4 Medio de crecimiento.

Glucosa 2.0 %
Extracto de carne 0.5 %
Peptona 1.0 %
Cloruro de sodio . 0.2 %
Agua destilada 100 ml

Se ajusta el pH entre 7.0 y 7.2 con hidréxido de amonio.
Se esteriliza a 121¢ C durante 20 min.
, 8.5 Medio de induccibn.

Se utilizan tres diferentes medios de cultivo para la fa
se de induccibn, que son;
Medio 1) glucosa 10.0 g

hidrolizado de caseina 5.0 g
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licor de maceracibn de maiz
fosfato dib&sico de potasio
sulfato de magnesio

biotina

Agua destilada

2.5 8
1.0 g
0.25 g
2.5 g
1000 ml

Se ajusta el pH a 7.0 con una solucibn de urea al 8% y se

le adiciona antiespumante. (17,19).

Medio 2) ) glucosa

(NH4)ZSO4
K,HPO,
KH,PO,
MgS0, .7 H,0
FeSQ,. 7 H,0
MnSO, .4 H,0
H20 destilada
pH

biotina
antiespumante

inéculo

10.0 %
0.2 %
0.1 %
0.1 %
0.02 %
0.001 %
0.001 %

100 ml

7.0 - 7.2
2.5 }Lg/l.
0.01 %

10.0 %

Se regula el pH con una solucibn de urea al 10%. Se este

riliza a 121¢ C durante 15 min.

Medio 3)

glucosa

= (NH4)2804
K2HPO4
KH2PO4

10.0 %
0.2 %
0.1
0.1 %
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MgSOu.7 H20 0.02 %
FeSO, .7 HZO 0.001 %
HnSO4.4 H20 0.001 %
citrato de sodio 1.0 %
H20 destilada 100 ml
pH 7.0 =7.2
biotina 2.5 aug/1.
antiespumante 0.01 %
inéculo 10.0 %

Se regula el pH con una solucibén de urea al 10%. Se este
riliza a 121¢ C durante 15 min.
8.6 Técnicas de anélisis.

a) Cromatografia en papel.

{f§e utiliza como fase estacionaria el papel Whatman # 1,
y como fase movible la mezcla de butanol-&cido acético-agué;
( 4-2-5 ).[Eh la tira de papel Whatman se aplican por medio
de una micropipeta dos muestras de la solucibn problema, &=
que previamente ha sido filtrada, y una muestra de la solu-
cibén de &cido glutémico estindar. Se dejan secar lacs mues--
tras a temperatura ambiente, se colocan en un celda con ta-
pa, en donde se separan los compuestos cromatogr&ficamente,
se seca a temperatura ambiente y se revela con ninhidrina.
La reaccibédn de la ninhidrina con los amino&cidos se presen+

Eé]en la figura 11. (5,6,7,15).

¥
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Reaccibn de la ninhidrina con los amino&cidos.

Figura 11.

Y,
+ TR-CH-COOH

OH
O

,,0
oH
HN-CH-COOH
o) ]
R
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" £ oH
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0 . o{ ‘I“H
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b) Espectro en el infrarrojo.

La sustancia problema se mezcla con bromuro de potasio y
se forma una pastilla gue se coloca en el espectrofotdmetro
de infrarrojo, en donde se desarrolla una gréfica que se --
compara con la del &cido glutémico esténdar. El espectro en

el infrarrojo obtenido se presenta en la figura 12.

c) Curva de crecimiento.

La curva de crecimiento se obtiene directamente al grafi
car la variacibn de oxigeno disuelto en el transcurso de la
fermentacibn. Para efectuar estas mediciones se requiere ca
librar el registrador, tanto a cero como al 100 %. La gré--

fica se presenta en la figura 135.
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9.0 Parte experimental.
9.1 Mantenimiento del microorganismo.

:El microorganismo se mantiene en un tubo con medio incli

f’nado, este medio es el indicado em~la-seccibn 8.3, incubén—

P InterlormenTeé ,
dose durante tres dias a 30°C. Se mantxene posteriormente -

en refrigeracién a 3C, resembréndose cada quince dias por
el método de estria. Se efectuan revig}ones microscbpicas -
utilizando la tincién de Gram, para conocer la pureza de la

cepa de Micrococcus glutamicus;‘f

9,2 Crecimiento del microorganismo.

’ég preparan tres matraces yue contienen el medio de cre-
cimiento, se esterilizan, se enfrian a 30eC, y se inocula -
cada uno con una asada que se toma del tuoo inclinado, se =
colocan en la estufa con agitacibn de 300 rpm a la tempera-
tura de 30°C 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 ml.
del matraz anterior colocéndose en la estufa con agitaciéh
de 300 rpm, a la temperatura de 30¢C durante 24 h., hasta -
lograr obtener mayor crecimiento del microorganismo en un -
lapso menor de tiempoZ]

9,3 Induccibén del 4cido glutémico.

;:ﬁe los medio de induccibn seleccionados e indicados en

la seccién 8.5, se preparan tres matrces con 100 ml. de me-

dio, se esterilizan, se enfrian a 30°C y se inoculan con --
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10 ml. de medio con el microorganismo en fase de crecimien-
to. Se colocan en una estufa(son una agltacibn de 300 rpm a
la temperatura de 30°C QJ}QnéL'E}éé digs,ien i;s cualié:;Q g
ajusta diariamente el pH a 7.0 con solucibn de urea. Se de-
tiene la fermentacién tomi&ndose una muestra que se analiza
por cromaﬁografia en papeléj

De cada medio de induccibn se selecciona el que haya pre
sentado un mejor resultado, y de éste se tomsn 10 ml para -
inocular otros tres matraces con 100 ml. del mismo medio de
induccién ya estéril, los que se colocan en la estufa con +
la misma agitacibn y temperatura, manteniéndose el pH y de-
teniéndose a los tres dias la fermentacibén, tomando una &«é
muestra que se analiza por cromatografia en papel. De estos
se selecciona el mejor resultado, tomandose de este 10 ml.
para inocular a tres matraces con el mismo medio de induc--
cibn ya esteril, gque se colocan, en la estufa con la misma
agitacién y temperatura, se mantiene el pH, y se detiene el
proceso fermentativo a los tres dias, tomando una muestra -
que se analiza por cromatografia en papel. Este procedigiég
. to se sigﬁé éara 165 dos medios de induccién restantes, has
ta obtener la mejor induccién del microorganismo Iya que al
ir inoculando del medio anterior se parte de un microorga=ww
nismo con mejores caracteristicas para la produccién de é&ci

do glutémico. La fermentacibn se detiene a los tres dias de



bido a que la biotina en ese tiempo ha sido consumida por

los microorganismos.
X

M J.4 Produccibn de &cido glutémico.

La produccién de &cido glutémico se realiza en un fermen
tador New Brunswick descrito en la seccibn 8.2. Se utilizan
dos tipos de medios de cultivo que son los senalados como -
2 y 3 de la seccibn 8.5, y se tratan de mantener las demés
condiciones de fermentacibn iguales, como el pH, temperatu-
ra, aeracién, cantidad de inbéculo y concentracidn de anties
pumante, ya que en los trabajos reportados estos valores --
son semejantes.

La técnica para preparar la fermentacibédn es siempre la
misma. En la jarra de 5 1. del fermentador se ponen ool
del medio de cultivo a uftilizar, se cierra herméticamente,
se tapan los orificios de salida y entrada de aire, y loé
de salida y entrada de medio de cultivo con algodén, 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---
mante 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 va a utilizar en la fermentacibn. 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 temperatura, se ajusta la agitacibn a la reque--



rida y se fija el flujo de aire. Durante el tiempo que dura
el proceso se mantiene el pH a neutro con una solucibédn de -
urea.

a) Primera fermentacifn.

Esta se efectfia con el medio de cultivo 2 de la seccibn
8.5. Las condiciones iniciales son; pH de 7.0, temperatura
de 30°C y agitaci6bn de 700 rpm. Se mantiene el pH a 7.0 con
una solucidén de urea al 10%. Al tercer dia se detiene la --
fermentacién tomando muestras para verificar pureza del mi-
croorganismo y para la cromatografia en papel.

b) Segunda fermentacibn.

Se realiza con el mismo medio de cultivo 2, siendo las -
condiciones iniciales de pH 7.0, temperatura de 50°C, agita
cién de 700 rpm y oxigeno disuleto de 100%. Se mantiene el
pH a 7.0 con una solucibn de urea al 10%. Al tercer dia se
detiene la fermentacibn tomando muestras para verificar pu-
reza del microorganismo y para la cromatografia en papel.

c¢) Tercera fermentacibn.

Se lleva a cabo en el medio 5 indicado en la seccién 8.5.
Las condiciones iniciales son; pH de 7.3, temperatura de --
300C, agitacibén de 500 rpm, y oxigeno disuelto de 100%. Se
mantiene el pH a 7.0 con una solucibn de urea al 10%. Al --
tercer difa se detiene la fermentacibn efectuéndose pruebas
de pureza de microorganismo y produccibn de écidg glutémico

por medio de la cromatografia en papel.
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d) Cuarta fermentacibn.

Se efect@ia con el mismo medio de cultivo 3, siendo las -
condiciones iniciales de pH 7.0, temperatura de 351°C, agita
cién de 500 rpm., y oxigeno disuelto de 100%. Se mantiene -
el pH a 7.0 con una solucibn de urea al 10%. Al tercer dia
se detiene la fermentacibédn haciéndose las pruebas de pureza
de la cepa y la cromatografia en papel.

e) Quinta fermentacién.

En esta fermentacibdn se efectla una variante, que es la
adicién del extracto concentrado de maiz en una proporcibén
de 0.35% al medio de cultivo 3, y aumentando el tiempo de =
fermentacién. Las condiciones inicilaes son; pH de 7.5, tem
peratura de 30°C, y agitaciébn de 600 rpm. Se ajusta el pH
cada 24 h. con una solucibén de urea al 15%. Al tercer dia -
se agrega agua hasta restituir el volumen inicial} contenien
do la concentracién de biotina inicial y la concentracién -
adecuada de antiespumante. Se detiene la fermentacibén al ==
sexto dia determin&ndose por cromatografia en papel la pre-
sencia de Acido glutémico y verificéndose la pureza de la

cepa de Micrococcus glutamicus.

9.5 Extracclbn del 4cido glutémico.
rﬁespués de terminada cada fermentacibn el medio de culti

/"\
&~

vo se pone en refrigeracibén a una temperatura de 5°C, para
continuar con el método de extraccibn que se especifica in-

mediatamente después.



A) Método de extraccibn del &cido glutémico.

a) Se toma una alicuota de 100 ml. del liquido resultan -
te de la fermentacibn.

b) Se centrifuga.

c) Al liquido extraido de la centrifuga se le ajusta el
pH a 3.2 con HCl.

d) Se mantiene en refrigeracién durante 24 h.

e) Se somete a una di&lisis con papel celof4n y agua -
destilada, dejéndose durante siete dias y cambiando el agua
cada 24 h.

f) Se suspende la didlisis y se agregan 20 ml. de ———-
Na5PO4 1l M., dejéndose en refrigeraciédn durante 24 h.

g) Se toma una alicuota de 5 ml. y se filtra en el ===
shoot que previamente se ha puesto a peso constante.

h) Se calcula el rendimiento.



10.0 Resultados

10.1 Mantenimiento del microorganismo.

Siguiendo la técnica de la seccibébn 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 seccibn 9.2 para el crecimdkento
del microorganismo, se van efectuando resiembras cada 24 h.,
observéndose en cada resiembra un aumento de la turbiedad -
del medio de cultivo, al transcurrir el tiempo indicado. Con
esto se nota el aumento de la velocidad de crecimiento en -
funcibn del aumento de la turbiedad del medio de cultivo. -
Con el aumento en la velocidad-de crecimiento se presenta -

una coloracibn cafe-rojiza en el microorganismo.

10.3 Induccibn del acido glutémico.

Durante 1la etapa'de induccibén se efectfian tres resiem---
bras a las que se analiza por cromatozrafia en papel, para
¢conocer si se ha producido el &cido glutémico. Los resulta-
dos de las cromatografias efectuadas a cada matraz se pre--

sentan en el cuadro I.
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CUADRO 1
Resultados de las cromatografias durante la etapa de --

induccibén del &cido glutémico.

Medio de cultivo Ném.

1 2 3
Serie matraz

X = = +

A ) § - + -
Z - - +

+ + +

B Y - - +
- + +

+ + +

c Y - + +
Z - + +
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10.4 Produccibébn de Acido glutémico.

Tomando como base los resultados de la seccibn 10.3, se
seleccionan los dos medios de cultivo que presentan la me-=e
jor induccibébn, y se procede a ef?ctuar el proceso fermenta-
tivo, con la extraccién y cuantificaciébn del &cido glutémi-
co.

Las condiciones que prevalecen durante el procesoc fermen
tativo, asi como la cuantificacibn del Acido glutémico, se
presentan en los cuadros, II, II, IV, V, y VI, y en las‘---

gr&ficas A, B y C.

CUADRO II

Primera fermentacién.

Tiempo (dias) (0] 1 2 3
Temperatura (°C) 30 30 30 30
pH 7.0 7.0 6.9 6.7
Agitaci6bn (rpm) 700 700 700 700

Acido glutémico

(mg/100 ml) - - - 0
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CUADRO III

Segunda fermentacién.

Tiempo (dias) (o} 1 2 3
Temperatura (°C) 30 30 30 30
pH 7.0 7.0 6.8 6.8
Oxigeno disuelto (%) 100 60 40 40
Agitacibn (rpm) 700 700 700 700
Acido glutémico
(mg/100 ml) - - - 0.2%
CUADRO IV

Percera fermentacibn.

Tiempo ( dias ) 0 1 2 3

Temperatura (°C) 30 27 25 30
pH D5 7.0 5.5 7.0
Oxigeno disuelto (%) 100 55 43 42
Agitacién ( rpm) 500 500 500 500

Acido glutémico
(mg/100 ml) - - - l.462
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CUADRO V

Cuarta fermentacibn.

Tiempo (dias) (o] 1 2 3
Temperatura (°C) 31 31 30 30
pH 7.0 6.9 6.9 7.0
Oxigeno disuelto (%) 100 60 58 45
Agitaciébn (rpm) 500 500 500 500

Acido glutéaico
(mg/100 ml) - - - 50.0



Tiempo (dias)

Temperatura (°C)

pH

Agitacibébn (rpm)

Acido glutémico,
(mg/100ml)

Al tercer dia se adiciona agua con

30
7.3
600

1
30
5.8
600

CUADRO VI

Quinta fermentacién.

2
28
6,2
600

de biotina y de antiespumante,

3
28
6.6
600

28
7.0

26
6-9

la concentracién inicial

28
6-7

49.4

= €c ~
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GRAFICA A

Variacibn de oxigeno disuelto y pH durante la segunda fer--

mentacidn.
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GRAFICA B

Variacibn de oxigeno disuelto y pH durante la tercera fer--

mentacibn.
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GRAFICA C

Variaciébn de oxigeno disuelto y pH durante la cuarta fer--

mentacibn.
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Curva de crecimiento experimental

de Micrococcus glutamicus.

Tiempo (h) Oxigeno disuelto (%)
(0] 100
12 92
18 57
o4 33
36 28

48 26
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Figura 13. Curva de crecimiento experimental de Micrococcus

glutamicus.
0D.
(%)
20 +
el 0
AD +
60 +
80 +
100 } } t t
12 24 5b A8

tiempo (h)
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11.0 Discusibn.

La obtencibn de &cido glutémico se efectla principalmen-
te en cuatro etapas gque son, crecimiento del microorganismo,
induccibn, produccibn y extraccién. En la primera etapa se
utiliza un medio liquido con glucosa, proteinas y sales mi-
nerales, siendo el éptimo para el crecimiento del microorga
nismo; utilizando como inbculo una asada de la cepa manteni
da en tubo inclinado conteniendo gelosa nutritiva. Con suce
sivas resiembras se incrementa la velocidad de doblado, oOb+
teniéndose mayor crecimiento en an determinado lapso di---—
tiempo, que en este caso es de 24 h. En este medio la ton--
centraciébn de glucosa es baja, debido a que, al no contar -
con alta wvelkoeidad de doblado, cantidades mayores de.gluco-
sa inhiben el crecimiento, o provocan desviaciones &:1 meta
bolismo. En este medio no se agrega biotina, ya que ésta sO
lamente se requiere en la produccibébn de &cido glutémico.

Con el aumento de la biomasa aumenta la turbiedad del me
dio, que puede 8er determinada con el objeto de conocer la
curva de crecimiento del microorganismo.

Durante esta fase se obtiene principalmente una adapta-
cibn al medio liquido, al adguirir las células capacidad pa
ra crecer répidamente, logréndose mayor n@mero de células -
por volumen.

En la fase de induccibén, se utilizan tres diferzntes me-
dios de cultivo con variaciones en los nutrientes. Las ca--

racteristicas principales de estos medios consisten en:
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lo.- La glucosa gque es utilizuada como fuente de energia
y como fuente de carbono por el microorganismo, cuando se
utilizan en altas concentracibénes se obliga al microorganis
mo a metabolizarla, manteniéndose predominantemente una --
via metabblica al beneficiarse en este caso la produccibn
de &cido glutémico.

2¢.,= Las sales minerales proveen de nutrientes que se
incorporan a los diferentes metabolismos intracelulares, --
formando parte de sus constituyentes.

. 30,- La biotina es importante, ya que sirve para que el
&4cido glutémico salga de la célula, y también porgque es el
factor limitante de la fermentacibébn, siendo consumida la --
cantidad inicial en tres dias.

40,~ E1l hidrolizado de caseina proporciona diversos po-
lipéptidos y péptidos, que son absorbidos por las células
para incorporarlos al metabolismo de proteinas.

5e¢.,~ El extracto de maiz prdvée de sales minerales y de
diversas vitaminas.

6e.- El citrato de sodio se adiciona con el doble fin -
de evitar la fagocitosis del microorganismo, y cComo un pre-
cursor en la ruta metabblica de obtenciédn del &cido gluté--
mico.

Cada medio de induccién se trabaja por separado, empleén
dose una cantidad de inbculo constante, que inicialmente es

del medio de crecimiento y posteriormente del medio de in--

LS ETeille Ml AR e o el ey
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duccibn anterior. Esto es con el objeto de preservar y fo-
mentar las caracteristicas de las células que se estan mu--
tando.

Los resultados de la etapa de induccién que se presentan
en la seccién 10.3, indican que en el medio de induccibn -=-
NGm. 1, la produccibn de écido glutémico se inicia ligera--
mente en la serie B, no lograndose definir en la serie C. -
Esto puede ser por la alta concentracién de péptidos que e-
jercen una represibn con cambio en el metabolismo, aumentan
do la proporcibébn de metabolismo de proteinas y disminuyendo
el metabolismo de la glucosa hacia el &cido glutémico. La -
caracteristica principal del medio de induccién Ntm. 2 es -
la alta concentracibdn de glucosa, ya en la serie A se pre--
senta una ligera produccibén de &cido glutamico, incrementén
dose en la series B y C.

Esto demuestra lo que sucede con el medio de induccibn -
Nam. 1, debido a que en este predominan la glucosa y los --
péptidos, llevando con ello un aumento en las dos principa-
les vias metabblicas, a diferencia del medio de induccibn -
NGam. 2 en el cual s86lo existe una concentracibén alta de glu
cosa, teniendo la célula gue incrementar una via metabllica,
que beneficia a la produccién del &acido glutémico.

En em medio de inducciébn NGm. 3 se presenta la variante,
respecto al anterior, de la presencia de un precursor del -

&cido glutémico en su ruta biosintetica. Al existir un o---
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rientador se evita una desviacién en el metabolismo de la
glucosa hacia el &cido glutémico. Los resultedos descritos
en la seccibn 10.3, demuestran para este medio una produc-
ci6bn de &cido glutémico desde la serie A.

Se hace notar gue se pueden efectuar, durante la etapa
de induccibn, valoraciones diarias de #&cido glutémico me---
diante métodos bioguiltcos; para conocer asi la curva de in
duccién y saber en que momento se tiene el mAximo de pro---
duccibn del mismo.

Durante la fase de induccibén no se tienen las condicio--
nes 6ptimas, siendo la principal limitante el flujo de aire
y la agitacién, teniendo en consecuencia baja concentracibén
de oxigeno disuelto, en esta etapa que se desarrolla en ma-
traces.

Tomando como base los resultados cromatograficos duran-
te la etapa de induccién, se seleccionan a los medios N(ms.
2 y3 para la etapa de produccibn del acido glutémico.

Con el medio NGm. 2 se efectGan la primera y segunda fer
mentaciones, y con el medio NGm. 3 la tercera y cuarta fer-
mentaciones.

La quinta fermentacién tiene la variante de afadir al --
medio NGm. 3 el extracto de mafz y la de duplicar el tiem-
po de fermentacién.

En la primera fermentacibén se observa una variacibédn de -

pH en el segundo dia de proceso, que puede ser debido al --
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aumento de la concentracibédn del &cido glutémico. En esta +#
fermentacibn no se efect@ia la meaicién del oxigeno disuel-
to. El resultado en la extraccién es nulo, aunque en las --
pruebas cromatogré&ficas se muestra la presencia de &cido --
glutémico. Esto se debe a una baja produccién del &cido glu
témico y a mermas que se presentan durante el proceso de --
extraccién.

En la segunda fermentacibébn se presenta una baja en el pH
al segundo dia de proceso, lo que indica el inicio de la --

produccibn de &cido glutémico, ¥y concuerda con el inicio de

la fase estacionaria a las 36 h. ( gr&fica A ), probando
que la ppoduccibén de &cido glutémico comienza con la fase -
estacionaria. En esta segunda fermentacién se presenta un-

aumento en el rendiméento, aunque la concentracién es baja

respecto al reportado por la literatura especializada.

En la tercera fermentacibén se presenta la baja de pH al
primer dia de proceso, que también concuerda con el inicio
de la fase estacionaria a las 24h. ( grafica B ), a las --
48 h. sigue la disminuci6én del pH y con ello la produccibn
de &cido glutémico; a las 72 h. el pH no disminuye dete----
niéndose la produccidén de acido glutémico. El rendimiento
es mayor que en las anteriores fermentaciones.

En la cuarta fermentacibn se presenta la baja de pH a =&
las 24 h. al mismo tiempo que se inicia la fase estaciona-

ria, ( grafica C ), teniendo otra disminucién a las 48 h.
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y manteniéndose en 7.0. a las 72 h. Se hace notar que duran
te esta fermentacibn se adiciona urea desde el tiempo cero
en una concentracibén de 0.03 g/min., ademés de ajustar el
pH cada 24 h. a 7.0. Con ésto se evita una mayor variacibébn
de pH, que afecta al microorganismo y a la produccibn de &~
cido glutémico. El rendimiento obtenido en esta fermenta--
ci6n es mayor que el reportado en la literatura. (13)

En la quinta fermentacibén se efectfian dos variantes, que
son, la adicién del extracto de maiz, ¥ el suménto del tiem
po de proceso a seis dias; para esto a las 72 h. se agrega
agua con la concentracién inicial de biotina y de antiespu-
mante. Bsto se debe a que la piotina es consumida en tres
dias, siendo con esto el sustrato limitante de la fermenta-
cibn, y con su adicibn se trata de aumentar el rendimiento
de &cido glutémico. A las 24 h. se presenta una disminucidn
del pH, que se sigue presentando hasta las 72 h., a las 96-
h. se mantiene el pH a 7.0, voiviendo a disminuir a las ---
120 h. y 144 h. El rendimiento de la fermentacibn es seme--
jante a la anterior, no lograndose aumentar la produccibn -
de &cido glutémico. Esto puede ser debido, a las deficien--
cias del equipo, ya que la aeracibébn disminuye a 2.2 1/min.,
lo que limita al oxigeno disuelto y con ello se efecta la -
produccibn de 4cido glutémico.

Analizando los rendimientos de cada fermentacibn, se ob-

serva que el medio de cultivo NGm. 3 tiene mejores caracte-
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risticas para mayor producién de &cido glutémico, ya que --
desde la primera fermentacibn con este medio se presenta un
rendimiento mayor que los rendimientos del medio NGm. 2. El
gran aumento del rendimiento de la tercera a la cuarta fer-
mentacibn, puede ser debido a tres factores; un control —=—-
constante del pH, m&xima adaptacién del microorganismo al -
medio, y un mejor dominio de la técnica de extraccién.

Se hace notar que de esta cuarta fermentacibén se toma la
muestra para el espectro en el infrarrojo que se presenta -
en la figura 12.

No se efectlan las mediciones diarias de cada fermenta--
cibn, para conocer la curva de produccibn de 4cido glutémi-
co, debido a gque no se dispone de un método de cuantifica--
cibén répido.

La curva de crecimiento que se presenta en la figura 13,
se obtiene de un proceso en el que no se pudo completar el
tiempo de fermentacibén. 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.

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

obtiene un amino&cido no esencial que es el Acido glutémi-

co, extrayéndose del medio de cultivo.

2.- Se observa gue con el medio de cultivo Nam. 3 indicado

en la seccibn 8.5, se obtienen mejores resultados.

5.~ Con un mejor control de pH se logra obtener un mayor =--

‘rendimiento.

4.~ Se obtiene un rendimiento mayor que el reportado emn la

literatura, bajo condiciones semejantes.

5.- Los resultados s6lo son v&lidos para las condiciones de
fermentacibn establecidas en éste trabajo, sugiriéndose con
tinuar el estudio para mejorar el rendimiento, mejorando el
método de extraccién, cambiando sustratos y variando las va

riables del proceso en su fase de induccibn y produccibn.

6.- Se recomienda el estudio socio-econbdmico para su pro---
duccién industrial, ya que actualmente todo el consumo in-

terno se importa.
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