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R t 5 U M E N 

Al estudiar el posible papel de glutamina como pr.!;_ 

cursor de grupos amino para la síntesis de penicilina, se en 

contr6 un doble efecto del aminoácido en la producci6n del 

antibi6tico, dependiendo de las concentraciones añadidas al 

medio de cultivo. 

Empleando bajas concentraciones de glutamina (en

tre O y 1 mM) se estimul6 la formación de penicilina, prob,!! 

blemente por ser el precursor de los grupos amino de dicho 

antibiótico. 

Sin embargo, al emplear concentraciones del amin.!!_ 

ácido entre 1 y 10 mM se inhibió la síntesis de penlcilina; 

la elucidación de este fen6meno inhibitorio constituyó el 

objetivo del trabajo y en cuya realización se hicieron va-

rios experimentos, con los resultados que se enuncian a C0.!1_ 

.tinuacián. 

El efecto inhibitorio no se logró revertir con los 

aminoácidos precursores de la molécula del antibiótico c·u
aminaadipato, cisteína ·v valina), par lo que el efecto de 

glutamina parece no ser sobre la síntesis de éstos. 

La especificidad del efecto inhibitorio no es e~-

elusiva de glutamina; se probaron otros aml.noácidas, neutros, 

ácidos y básicos, de ios cuales ~nicamente los neutros pre

senta~ un efecto similar al de glutamina en la s!ntesis de 
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penicl.lina. 

La posibilidad de que glutamina inhibe la activl.-

dad de una de las enzimas del sistema de "sintetasas de pe-

nicill.na", se pudo eliminar 6nicamente sobre la primera en-

zima de·la vía, la a-aminoadipil-cisteína sintetasa, ya que 

de las otras actividades no se conocen las características 

necesarias para su estudio, 

Esta primera activi.dad enzimática parece encontra,E_ 

se lntimamente relacionada con la síntesis de glutatión, tr.!, 

péptido estructuralmente similar al también tripéptido pre

cursor ~e penicilina, el a- aminoadipil-cisteinil-vallna 

( a-aaa-cis-val), Bajo tales consideraciones se ·planteó la 

similitud entre el ciclo del Y· glutamil propuesto por Mela 

ter y Tate (Ann. Rev. Biochem. 45:559-604, 1976) para la sí~ 

tesis y utilización del glutatión y la secuencia de síntesis 

de penicilina. 

Por otra parte se observó la prevención del efec-

to inhibitorio de glutamlna con la preincubación de las cé

lulas con glutatión. Además, el transporte celular de 14 c-
.glutamlna se incrementó al aumentar la concentración de gl~ 

tatión. 

Le participación de los péptidos precursores del 

antibiótico en el transporte de 14c- glutamlna al interior 

de la célula fue vislumbrada. Células crecidaR en presencia 

de lisina (retrorregulador de la síntesis de a - amlnoadlp,.to), 
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incapaces de formar antibi6tico, ni sus precursores, prese~ 

taran menor transporte de 14 c-g!utamina, que c~lulas crecl-

das en condiciones adecuadas para la síntesis de penicilina. 

En esta forma·se postul6 la hip6tesis con la cual 

se explica el efecto inhibitorio de glutamina en la síntffiis 

de penicilina, por la canalizaci6n del tripéptido a-aaa~is

~al, en el transporte del amino~cido, en la misma forma que 

ea utilizado el glutatión en sistemas de células en repaso 

limitadas de carbono y nitrógeno, características que tia1en 

los sistemas empleados en este trabajo, 
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I N T R o D u e e I o N 

Desde que en 1929 fue descubierta la acción anti

bi6tica de una sustancia denominada penicilina, producida 

por una colonia de Penicillium notatum, se han tratado de 

encontrar otros microorganismos productores d~ sustancias 

similares a la penicilina. A pesar de que, los antibióticos, 

como otros metabolitos secundarios no tienen función apare!!. 

te para el crecimiento del microorganismo que los produce, 

el gran valor terapéutica de la penicilina en el tratamien

to de enfermedades infecciosas, increment6 su importancia y 

condujo a la b6squeda en gran escala de nuevas antibi6ticcs 

y a incrementar la producci6n de los existentes (1), 

Un factor que ha contribuída a mejorar la praduE_ 

ci6n de penicilina ha sida la selecci6n sucesiva de cepas 

mutantes hiperproductoras de Penicillium chrysogenum y que 

han sido seleccionadas empíricamente, tomando en cuenta ex

clusivamente su elevada capacidad biosintética de antibi6t! 

ca, Actualmente se ha enfatizado el estudio para el conoci

miento más profundo de la estructura y ruta biosintética, 

con procedimientos que han servido de modelo para el desa

rrollo de otros antibióticos (2,3,4)~ 

Son varios las grupos de trabajo que están hacie!!. 

do estudios en los diversos mecanismos y factores que regu

lan la producci6n de penicilina. Entre los esfuerzos que se 
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realizan para el esclarecimiento de la regulación nitrogen~ 

da en la biosíntesis del antibiótico en PP.11ici!lium chrvsogrri~rn 

por nuestro grupo, este trabajo tiene como objetivo profun

dizar en el papel que juega glutamina en este mecanismo de 

control. 



6 

G E N E R A L I D A D E S 

ESTRUCTURA 

Desde 1945 se determ1n6 la eotructura química de 

la penicilina por estudios cristalográficos y se demostr6 

que se comp~n~ básicamente ·por un anillo bicíclico, tiazol!. 

dln- ll -lactámico (ácido 6-amino-penicllánico o 6-APA) pro:Ju.s, 

to de la condensaci6n de los aminoácidos ciste!na (cis) y 

v~lina (val), en sus configuraciones L y D respectivamente. 

Además consta de una cadena lateral ·acílica, unida al resto 

de la molécula por un enlace amídico; los ácidos que pueden 

servir com? precursores de esta cadena son diversos, con lo 

cual se obtienen penicilinas con diferentes características 

(figura 1, Tabla 1) (3,5). 

BIOSINTESIS 

Las observaciones de Bonner en 1947 del hecho de 

que ciertos aux6trofos· de lisina (lis) de f· chrysogenum pr.2. 

dudan más penicilina, sugirieron que la ruta biosintética 

del antibi6tico y de lisina eran comunes o al menos tenían 

un precursor común (6). 

En 1957 Demain et al. observaron que, en cültlvos . 
de f • chrysogenum crecidos en un medio mlnimo suplementado 
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HOOC - CH - CH2 - CH 2 - CH2 - CO 
1 . 
NH

2 

ACIDO a - AMINOADIPICO 

1 s ...... 
¡ /~ ..... 
L NH - CH -- CH ... ..,. C ,.... CH 3 

: 1 ..... r... 1 'cH3 
1 C_.J._N--CH 
1 o~ 1 1 
1 : COOH 
1 1 

CISTEINA : VALINA 

FIGURA l. ESTRUCTURA FUNDAMENTAL DE LA PENICILINA (3). 
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ACIOO DE !A CADENA NCMBRE DE !A PENICILINA 

IATERAL QUIMIOO TRIVll\L 

11-llMIIDADIPICO ISOPENICILINA N 

FmIIACEn'ICXl BEN:ILPENICILINA G 

IJ- A-HEXENOICD á2-PENTENILPENICILINA F 

HEXANOICD n-11MILPENICILINA DIHIDOO F 

OCTANOICO n-HE?l'ILPENICILINA K 

p-HIDRJXIFWIUICm'ICO p-HIDKlXI~CILPENICILINA X 

FmOXIJ\CEl'ICO FFNOXIME'l'ILPENICILINA V 

~· Diversas penicilinas oon diferentes sustituyentes en 

la cadena lateral (5). 



9 

con lisina se deprimía la sí.ntesi.s de penicilina, este efec

to es debido a la lnhibici6n por retroalimentaci6n de la en 

zima homocitrato sintetasa, afectando la formaci6n del áci-

do a -aminoad!pico (a -aaa) (7,8,9), 

Posteriormente se demostr6 que el a -aminoadipato 

no solamente revierte la inhibici6n producida por lislna, 

sino que estimula la síntesis de penicilina en ausencia de 

ésta. Ahora ya está perfectamente demostrado que el a -ami

noadipato es un precursor com6n a lisina y penicilina (10, 

11), 

E~tos primeros estudios dieron lugar al establee! 

miento de la ruta biosintética de la penicilina, la cual ti~ 

ne origen en el ácido a -aminoad!pico, que en el primer paso 

biosintético se condensa con la cistelna, por acci6n de la 

enzima a -aminoadipil-cistelna sintetasa, formando el dipég 

tido L- a -aminoadipil-cistelna (a -aaa-cis) (Figura 2) (12), 

El siguiente paso es la formaci6n del tripéptido 

L- a -aminoadipil-L-cisteinil-D-valina (a -aaa-cis-val), re

sultado de la actividad catalltica de la tripéptido sintet! 

ea, 

El is6mero.L de valina sufre la isomerizaci6n al 

unirse al dipéptido y no antes¡ esta uni6n es espec!fica, 

ya que no se puede obtener a -aaa-cis-val empleando is6me

ros Do DL de valina (13,14,15,16), 

Una vez formado el tripéptido a -aaa-cis-val, OC.!!, 
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a-C~ro:;IJJTARA'IO + ACEI'IL-COA 

r - '!"'lB)Cjtlj< - - - - - - - - ' - - ·l =.::to 
llMJCITRA'IO PIRUVA'ID + 2C 

. i 
CIS-lla-OCITRA'IO 

J 
HCM>ISOCITAA'IO 

i 
a-cE'IDllDIPJ\'10 

~ 
a-AMINOADIPA'ID ( a-AAA) lREPRESIOlll? 

r - - • - - - ·- - - .., 

1 acetohidroxi-f NJ:!I~!f lO~ ->¡ácido sintetasa 

1 
a-AemOIACEI'A'ro 

1 ~ 
: a- 13 -HIDIDXIVALERATO 

+ I a-cEIDISOVALERATO 

1 + 
1-----VALINA 

a-aminoadipato a-aminoadipil-
reductasa ciste!na sintetasa 

a-AM- 6 -Sll-lIALDEHIOO Ir a -AM-L-CIS 

tri~ptido l 
sintetasa j 

SACAR>PINA 

l 
l.':::-_:: LISINA 

Ir a -AM-L-CIS-0-VAL 

penicilina l 
ciclasa 

Ir a -AM-6-APA (ISOPENICILINA NI 

~--t-·-
f'mIU\CEl'A'ro-6-APA 

(~CILPENICILINA O PENICILINA G) 

FIGURl\ 2. ~bcanism:is de regulacilin en la bios!ntcsis ramíficada 

de lisina y bencilpenicilina en f·· chry.sogcnum (5). 
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rre la ciclización de los· residuos correspondientes a el stel 

na y valina 1 para formar el anillo tiazolidln- a-lactámico, 

a través de un intermediarl.o ll-lactámico mo11odclico ¡ esta 

transformación se debe a la penicilina ciclasa. En esta far 

ma se obtiene otro de los intermediarias de penicilina, la 

isopenicilina N, que no es otra cosa que un tipo de penl.ci

lina, cuya cadena lateral es el ácido u-aminoadÍpico y que 

se denomina también ácido a-aaa-6-APA (16,17,18,19), El pa

so final en la biosíntesis de las penicilinas es el inter

cambio de la cadena acílica y que por la acción de una acil 

transf~rasa. se pueden producir diversas penicilinas, coma 

serla el caso de la bencil penicilina o penicilina G que se 

produce al intercambiar el a -aminoadipato por el ácido fe

nilacética (14,20,21,22,23,24). 

La secuencia de síntesis de penicilina se ha pad! 

do establecer por complementación entre diferentes cepas m~ 

tantes de microorganismos productores de este antibiótica 

coma son Penicillium chrysogenum, Cephalosporium acremonium 

y Streptomyces clavullgerus. Algunas mutantes incapaces de 

sintetizar isopenicilina N, tampoco formaban a -aaa-cis-val; 

otras, a pesar de no sintetizar isopenicilina N, acumulaban 

el tripéptido, También el empleo de mutantes auxótrofa~ de 

lisina ha sido de gran ayuda en el esclarecimiento de la 

v{a¡ la no producción de antibiótico de algunas de estas 

mutantes ha sida contrarrestada por adlción de DL- a -aminoad.!. 
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pato o de tripéptido al medio de cultivo (25,25,27,28,29), 

REGULACION DE LA B!OSINTESIS DE PENICILINA 

Las diferentes rutas metabólicas en los microorg!!_ 

nismos están rigurosamente controladas y ésto suele suceder 

modulando la s!ntesis de actividad enzimática. Por ser la pen! 

cilina un metabolito secundario, sintetizado en la fase ta!. 

die del crecimiento microbiano (Figura 3), son muchos los 

factores y mecanismos que regulan su producción y algunos 

emplez~n a esclarecerse. 

a) REGULACION POR LA FUENTE DE CARBONO 

Jarvis y Johnson, han indicado que la glucosa es 

la mejor fuente de carbono para el crecimiento de f.· chrysogenum, 

pero no para la producción de penicilina, para .tal efecto 

la fuente preferencial es lactosa (31). 

El mecanismo por el cual glucosa afecta la forma

ción de penicilina no ha sido establecido, sin embargo, se 

sabe que es algi'.in producto de su metabolismo y no la glucosa 

misma , el que ejerce el efecto, porque análogos no metabo

llzables de glucosa no son capaces de inhibir la síntesis 

del antibi6tico. Por otra parte, Revilla y colaboradore·s han 

observado que otros azúcares, como pol!meros de glucosa, pr~ 

vacan el mismo efecto. y ~ate no es revertido por la adici6n 

de AMP, cíclico, como ocurrirte en la s!ntesis de enzimas C,! 
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FIGURA 3. Cinética de crecimiento ( O ) y producci6n de 

penicilina ( e ) por Penicillium chrysogenum 

(30). 
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tabóllcas (32). 

b) REGULACION POR PRODUCTO FINAL 

Se ha comprobado que la bioslntesis de penicilina 

est6 regulada por el producto final; es decir, que cuando la 

concentración de antibiótico llega a cierto límite, éste d~ 

tiene su propia slntesis. La concentración de ·producto que 

ejerce el efecto varia d~ acuerdo con la capacidad biosln

tética de las cepas, con lo cual se explica la mayor resis

tencia de los microorganismos hiperproductores a este meca

nismo. Se desconoce la forma y nivel en que act6a la penic! 

lina como agente regulador; no obstante, la enzima tripépt! 

do sintetasa ha sido .propuesta como el sitio clave de la re 

gulación (33,34). 

e) REGULACION POR METABOLITOS PRIMARIOS 

Aunque ya se mencionó, cabe recalcar que otro de 

·los efectores de la retrorregulación es lisina que, como pr~ 

dueto final de la otra ramificación de la.vía blosintética, 

controla indirectamente la formación de penicilina por inh.!_ 

bición de la enzima homocl trato sintetasa y posiblemente ta!!!. 

bién reprime a la enzima a-amlnoadipato reductasa (Figura 

2) (8,9,34). 

Algunos metabolltos primarios pueden ser precurs~ 

res de antibióticos V.la regulación a la cual se encuentre 

sometida su síntesis puede afect~r consecuentemente la for-
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maci6n del metabolito secundario. En este caso valina pare

ce inhibir por retroalimentaci6n la primera enzima de su bio 

slntesis,la acetohidroxi~cido sintetasa. Se ha encontrado 

que en cepas hiperproductoras esta enzima es menos sensible 

a valina que la misma enzima de cepas de baja producci6n de 

penicilina, sin embargo, este fen6meno puede ser circunsta~ 

cial y no tener relaci6n alguna (Figura 2) (5,35). 
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A N T E· C E O E N T E S 

La penicilina es considerada un antibl6tico pep

tídico ya que su molAcula es el resultado de la condensaci6n 

de tres.aminoácidos, a-aminoadipato, cistelna y valina, por 

lo que es lógico pensar que su biosíntesis es~á sujeta a 

~tro mecanismo, tambiAn importante como es la regulaci6n por 

la fuente de nitrógeno. 

En otros metabolitos secundarios v en especial 

ciertos antl.bióticos, .como es la cefalosporina y cuya estrus 

tura es muy similar a la de penicilina, la regulación nitrogenada tiene 

gr.an importancia; esto ha sido reportado por Aharonowi tz ·y Demain en 

sus estudios sobre la producción de cefalosporina en S. clavuli.gerus 

(36). 

S6nchez y colaboradores encontraron cambios importantes, s.e, 

bre todo en la concentración intracelular de glutamato y glutamina, du

rante la fase de producción.del antibiótico, por f.· chrysogenum, en di

ferentes condiciones de cultivo sugiriendo alguna interrelación entre 

la presencia de los dos aminoácidos y la formación de penicilina (Figu-

re 4) (30). 

Recientemente estas mismos autores han reportado que el gl.!:!. 

temato añadido al medio de cultivo (10.0 mM) es capaz de e! 

timuler le síntesis de penicilina. Este efecto no es por di! 

ponibilidad de aminoácidos precursores, ye que análogas no 

metabolizables del glutamato provocan un efecto similar y 
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han establecido que el papel del glutámico es como inductor 

de la primera enzima de la biosíntesls de penicilina, la 

a-a~inoadipil-cisteína sintetasa (12). 

Otro efecto que han estudiado es el que tiene el 

NH4Cl en la producci6n de antibi6tico, encontrando una rel~ 

ci6n inversamente proporcional entre la concentraci6n de amE_ 

nio en el medio de cultivo y la formación del metabolito se 

cundario, sin alterar en gran medida los valores de creclmie!:!, 

to y manteniendo constante el pH. Se ha podido determinar 

que este efecto probablemente represivo, es en la enzima 

glutamina sintetasa, responsable de la síntesis de glutamina 

v como el aminoácido pudiera ser el donador de los grupos 

amino para la formaci6n del antibi6tico, en esta forma el 

amonio limitaría la síntesis del mismo (Figuras 4 y 5) (30). 

También han encontrado que la poza intracelular 

de glutamina en baja concentraci6n de NH 4Cl (8.5 mM) es su

perior a la que se encuentra cuando la concentraci6n de NH4Cl 

es elevada (85.0 mM)¡ este comportamiento no lo tiene la PE, 

za de glutamato. Por otra parte, la producci6n de penicilina 

está aunada a la disminución paulatina de la cantidad de gl~ 

tamina acumulada intracelularmente (Figura 4) (30). 

Además, en un sistema de células en reposo cqn gl~ 

tamlna 0.5 mM como suplemento, hubo una estimulac16n en la 

producci6n de antibi6tico, comparada con las que se obtuvi~ 

ron en iguales sistemas suplementados con glutamato v NH4 c~ 
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en .igual concentraci6n (Figura 6) (30), 

Aunado a lo anterior se ha encontrado en Peni.ci.lll.L"ll 

chrysogenum la actividad de una enzima glutamina transamid! 

sa, la cual produce a-c~toglutaramato y determinados amino

ácidos, a partir de glutamina y los respectivos a-cetoáci

dos, dando a glutamina un importante papel como donador de 

grupos amino. (37). 

Basándose en las Óltimas observaciones, ha sido 

propuesta la participaci6n de glutamina como fuente donado

ra de grupos amino pa~a la slntesis de los aminoácidos pre

cursores de la molécula de penicilina, a -sminoadipato, cis 

telna y valina (Figura 7) (30,38), 

Considerando los reportes de Sánchez y colaborad~ 

res (30,38), se estudi6 el efecto de diversas concentracio

nes de glutamina (entre O y 10.0 mM) en la formaci6n d'e pe

nicilina en sistemas de células en reposo de f· chrysogenum 

adicionados de cicloheximida (RCC), con lo cual se inhibi6 la 

slntesis de protelnas. Como resultados se obtuvieron dos 

efectos (Figura 8) (39) 

e) utilizando bajas concentraciones de glutamina, 

hasta 1.0 mM, la s!ntesis de antibi6tico se increment6 en 

un 50 %, sin observarse variaciones de pH. 

b) a medida que aument6 la concentraci6n de glut.! 

mina en el medio se present6 un efecto inhibitorio en la fo!, 

maci6n de penicilina, hasta llegar a una producci6n nula con 
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10.0 mM del aminoár.ido; 1-os valores de pH se mantuvieron 

constantes. 

La explicaci6n para el resultado con bajas canee~ 

traciones de glutamina (a) ya está planteada; se incrementa 

la disponibilidad de grupos amino precursores de penicilina 

en un sistema limitado en la síntesis de proteínas y se fa

vorece la formaci6n del antibi6tico (Figura 7) (30,37,38). 

Sin embargo, el efecto negativo de glutamina en 

la s1ntesis de penicilina (b) no se pudo explicar. 

Cabe mencionar que la tendencia del efecto de di

versas 'concantraciones de glutamina mostrado en la figura 8 

corresponde a los resultados obtenidos a las 12. h. de incu

baci6n, no obstante, la tendencia es la misma a las 24 y 36 

h. de incubaci6n, datos no mostrados por simpllflcaci6n. 
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O B. J E T I V O 

Al obtener una inhibici6n en la producci6n de pe

nicilina, utilizando concentraciones de glutamina entre 1.0 

y 10.0 mM en sistemas de c~lulas en reposo de Penicllllum 

chrysogenum en presencia de cicloheximida y siendo este 

resultado inesperado según lo supuesto por Sánchez y colaba 

radares (30,38), el objetivo principal de este trabajo ha 

sido esclarecer este efecto inhibitorio en la bioslntesis 

de penicili~a. 
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M A T E R I A l E S Y M E T O D O S 

MATERIAL BIOLOGICO 

Cama microorganismo productor de penicilina se e~ 

ple6 Penicillium chrysogenum NRRL-1951 y en l~ cuantifica-

6i6n del antibi6tico Sarcina lutea NRRL-B-1018, ambas cepas 

proporcionadas por el Agricultural Research Service Culture 

Callection, Nothern Regional Research Laboratary, Peoria, 

ni., u.s.A. 

REACTIVOS QUIMICOS 

Las aminoácidos y péptldos empleados fueron de Si~ 

ma Chemical Co. y Merck, S.A.; las soluciones radioactivas 

de New England Nuclear Ca. y los demás reactivos de J.T. Be 

ker, S.A. 

MEDIOS DE CONSERVACION 

Para f· chrysogenum se utilizaran placas can el 

media cuya composicl6n por litro es la siguiente: peptona 

10,0 g, dextrosa 20.0 g, extracta de levadura 1.0 g, agar 

15.0 g, 

La cepa de ~· lutea se conserv6 en placas de me

dio completo con 3,0 g/l de extracto de levadura, 5,0 g/l 
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de peptona, B.O g/l de NaCl, D.1 g/l de MgS0 4 , 5.0 g/l de 

dextrosa y 15.D g/l de agar. 

MEDIO PARA CUANTIFICAR ANTIBIOTICO (M.Ab.) 

La composici6n del medio utilizado en la cuanti- · 

ficaci6n de penicilina es la siguiente: peptona 6.0 g/l, 

extracto de levadura 3.0 g/l, extracto de carne 1.0 g/l y 

agar 15.D g/l. 

MEZCLA DE SALES DE JARVIS V JOHNSON 10X (J,-J.10X) 

La preparaci6n de la mezcla de sales utilizada 

en los diversos medios de cultivo fue de acuerda a la re

portada por Jarvis y Jahnsan (31), pero diez veces más 

concentrada (1DX). 

MEDIO DE PRODUCCIDN (M.P.) 

Este media contiene: mezcla de sales J.-J.10X 

100 ml/l, ácido fenilacética 0.5 g/1, acetato de sodio 3.2 

g/l, clorura de amonio~ D.45 g/l, lactosa• 30.0 g/l, glu

cosa• 10.D g/l. El pH se debe ajustar a un valor de 6,8 -

6.9 con NaOH 1DN. 

_en un casa sustituido por lisina ?.31 g/l (M.P.-L.) 

• estrilizadas por separada 
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MEDIO DE SUSPENSION (M,5,) 

Preparado con 160.0 ml/l de mezcla de sales J,-J, 

10X, 320,0 ml/l de solu6i6n amortiguadora de fosfatos 1M, 

pH 7.0, 0.5 g/l de ácido fenilacético y 30.D g/l de lactosa 

(esterilizada por separado). 

MEZCLA DE SALES SIN SULFATOS 10X (S.S.1DX) 

Contiene los mismos elementos traza que la mezcla 

de sales J,-J,1DX, pero las sales utilizadas en lugar de ser 

sulfatos fueron cloruros, quedando la composici6n por litro 

de la siguiente manera: 30.D g de KH2 Po4 , 1.96 g de MgC1 2 , 

0.818 g de FeC12 , 0.029 g de CuC1 2 , 1,688 g de ZnC12 , 

4.11 g de NaCl, 0.16 g de MnC12 y 0.5 g de CaC12 • 

MEDIO DE SUSPENSION SIN SULFATOS (M.s.s.S.) 

la composicl6n es la misma que el M.S. antes men

cionado, pero empleando la mezcla de sales. S.5.10X en lugar 

de la J.-J.1DX. 

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados 

en au.toclave a 121°c, durante 20 minutos; las soluciones de 

aminoácidos, péptidos y clcloheximida fueron esterilizadas 

por filtracl6n a través de membranas Mlllipore tipo HA 0025 
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con diámetro de poro 0.45·µm. 

LIQUIDO DE CENTELLEO 

Se utilizó el reactivo reportado por Bray (40). 

CULTIVO PARA LA PRODUCCION DE PENICILINA 

El hongo f• chrysogenum fue cultivado en matraces 

fernbach con 500 ml de M.P., empleando como inóculo 10 ml 

de una'sus8unsi6n de esporas en agua bidestilada est~ril, con 

densidad óptica a 540 nm (D.o. 540 > de 1.5. La incubación 

fue a 29°C en agitación rotatoria a 150 rpm, dur~nte 36 hya 

que a este tiempo ya están formadas las "sintetasas de penl 

cllina" y hay producción de antibiótico. 

SISTEMAS DE CELULAS EN REPOSO (RC V RCSS) 

El micelio presente en 50 ml de cultivo dej>. 

chrysogenum crecido durante 36 h (aproximadamente 250 ~g/ml), 

se colectó por filtración en sistema Millipore con filtro 

de papel Whatman-31 en condiciones est~riles se transf lri6 

a un matraz Erlenmeyer de 125 ml con 25 ml de M.S. (RC) o 

25 ml de M.s.s.s. (RCSS) y la fuente de nitrógeno deseada. 

En cada uno de estos sistemas se incluyó la variable de la 
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adici6n de 100 µg/ml de cicloheximido. Constituyendo los sis 

temas de células en reposo con cicloheximida, con sulfatos 

(RCC) o sin ellos (RCSSC), dependiendo del medio de suspen- · 

si6n empleado. Todos se· mantuvieron a 29°C en agitaci6n ro

tatoria a 150 rpm; el tiempo de incubación fue variable, to 

mándose muestras en períodos intermedios. 

La utilización de estos sistemas permite medir i~ 

directamente la actividad enzimática de las "sintetasas de 

penicilina" ya formadas, por la producción del antibiótico 

y apreciar el efecto directo de diferentes sustancias y con 

centraéione~ de éstas en el sistema enzimático, sin que se 

afecten los resultados por cambios en la concentración de 

las enzimas debidas al efecto específico de la cicloheximida 

en la síntesis de protelnas (41), 

TRANSPORTE DE AMINOACIDOS 

Se emplearon sistemas de RC y RCC, manteniendo la 

agitaci6n a 150 rpm a 29°c, una vez unlformizados los sist~ 

mas, aproximadamente 1 min, después de la transferencia del 

micelio, se aíladi6 1 ml de la solución del aminoácido radi~ 

activo correspondiente (especificados en la secc16n de .resul 

tedas), tras lo cual se tomaron muestras de 1 ml a diferen

tes tiempos¡ la correspondiente al tiempo O se tom6 inmedl~ 

tamente despu~s de haber hecho la adición de la soluci6n r~ 
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dioactiva. 

Cada muestra se filtró con vacío a trav&s de mem-

brana Millipore tipo HA 0025 de 0.45 \1 m de diámetro de poro 

y se lavaron inmediatamente con agua bidestilada, tras lo 

cual se dejaron secar con el vacío, para entonces pasar las 

membranas y micelio retenido en ellas a viales y posterior

mente hacer la cuantificación de radioactividad incorporada 

en cada muestra. 

CUANTIFICACION DEL CRECIMIENTO 

Esta se llevó a cabo midiendo la proteína miceliar 

formada en las diferentes condiciones experimentales, median 

te los siguientes pasos • 

Se separó el micelio de 1 ml de cultivo por filtr,!!_ 

cl6n y se lavó con agua bidestilada. Se resuspendiÓ en 2 ml 

de ~cldo tricloroacético (TCA) al 5 % y se fragmentó durante 

5 mln. en un homogenizador mecánico Tri-R-Instruments, mode 

lo K45 a la velocidad II. 

Se agregó 1 ml más de TCA sl 5 %, se centrifugó 

15 mln. a 6,000 rpm. El sedimento se resuspendió en ml de 

NeOH 0,4 N, del cual se tomaron alícuotas de 200 111 V se 

aforaron a 1 ml con agua bidestllada para cuantificar le 

prote!na según el método de Lowry (42) 1 utilizando como pa-

tr6n una solución de albúmina sé.rica bovina. 



l 32 

CUANTIFICACION DE ANTIBIDTICO 

En las muestras obtenidas a los diferentes tiempos 

se determinó la cantidad de penicilina, siguiendo el método 

de difusión en agar con ~· lutea como microorganismo de pru~ 

ba y utilizando diferentes concentraciones (0.1 a 1.0 µ g/ml) 

de bencil penicilina para elaborar la curva patrón (43,44) •. 

ACTIVIDAD DE o (L-a-AMINOADIPIL)-L-CISTEINA SINTETASA 

La medición·de esta actividad enzimática fue rea-

lizada por la cuantificación de fósforo inorgánico (Pi) for 

'medo, segGn los reportes de Lera (12) y Taussky (45). 

EXTRACTO ETANDLICO 

El micelio de la condición deseada se colectó por 

filtración a través de membranas Mlllipore tipo HA 0025 de 

0.45 µm de diámetro de poro, se lavó con agua bidestilada, 

se resuspendió en etanol al 80 % volGmen a volGmen y se 

fragmentó en un homogenizador mecánico Tris-R-Instruments, 

modelo K45, a la velocidad JI. 

El homagenizada se hirvió durante 10 min. a tiafia 

Marta v se filtró a través de membrana Millipore tipa HA 

0025 de D.45 µm de di~metra de poro. El filtrado se liafil! 

z6 y ~osteriormente se resuspendiá en la décima parte del 
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vol6men origi11al de la mu~stra, empleando agua bidestilada 

para ser utilizado en las cromatograflas. 

CROMATOGRAFIAS 

Se aplicaron 100 µl de cada extracto etan6lico en 

cromatoplacas de s!lica gel Merck 60-F254, de D.25 mm de es 

pesar, de 20 X 20 cm. 

Las muestras se eluyeron en forma bidlmensional, 

utilizando como primer sistema de solventes propano!: NH4DH 

(85:37) y como segundo fenal: agua (80:20) (Figura 9) (46). 

El revelado de los cromatogramas se hizo con una 

soluci6n de ninhidrina al 0.2 % en acetona. 

Cuando fue necesario conocer la radioactividad de 

las manchas, éstas fueron raspadas de la placa y la s!lica 

de cada una se coloc6 en un vial para posteriormente hacer 

la cuantificaci6n. 

CUANTIFICACION DE RADIOACTIVIDAD 

A cada muestra obtenida en un vial se agregaron 10 

ml de liquido de centelleo. Los viales fueron introducidos 

en un contador de centelleo (Nuclear Chicago), con el cual 

se obtuvieron las cuentas por min. (cpm) de cada muestra. 
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FIGURA 9. Diagrama de elaboraci6n de.cromatograf!as. 
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CONTROLES CROMATOGRAFICOS· RADIOACTIVOS 

Para lograr ubicar en las cromatografías a los di 

ferentes aminoficidos y pAptidos se emplearon algunos marca

dores radioactivos, para ello se aAadieron directamente a 

cada placa 5 µl de cada una de las soluciones de la sustan

cia radioactiva determinada, en el momento de correr las ero 

matografías del extracto etanólico del micelio de un sistema 

de RCC sin fuente de nitrógeno. 

En esta forma se eliminó la dispersión de marca 

que hu~iese aparecido al ser aAadidas al sistema "in vivo" 

y ser metabolizadas. No fue necesario conocer la radioactivi

dad etipeclfica aAadida en cada caso, ya que la identifica

ci6n fue cualitativa. 

En la figura 10 se muestra la localización por e.! 

te m~todo, de las manchas correspondientes a valina, gluta

ti6n, cisteina, glutamato y glutamina. 

CONTROLES CROMATOGRAFICOS POR CONCENTRACION 

De igual manera que en el punto anterior, se loe~ 

lizaron las manchas correspondientes a glicina y a-am~no

edipato, pero en esta ocasión las soluciones añadidas a las placas 

no eran radioactivas, únicamente se trató de incrementar la CD!!, 

centracián de cada uno de estos amlnoficldos en el extracto 
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etan6lico de un sistema de RCC control (Figura 11), 

Tratando de reforzar los datos obtenidos con los 

métodos anteriores, se.hicieron cromatografias de so lucio-

nes 1 mM de cada uno de. los ami.noácidos y péptidos puros, 

llevando una secuencia de adici6n de muestra y aparici6n de 

manchas (reveladas con ninhidrina). En estos casos no se 

aplicaron extractos miceliares y el diagrama de aplicaci6n 

fue el siguiente : 

FIGURA NO, SOLUCION NO. CARCTERISTICAS DE LA MUESTRA 

12 5 µl soluci6n Y-glu-gln 

13 2 5 µl soluci6n 1 + 5 11 l glu 

14 3 5 µl soluci6n 2 + 5 11 l a-aaa 

15 4 5 111 soluci6n 3 + 5 11 l gln 

16 5 5 111 soluci6n 4 + 5 11 l val 

17 6 5 11 l soluci6n 5 + 5 11 l gli 

18 ? 5 11 l soluci6n 6 + 5 11 l cis 

19 B 5 11 l soluci6n 7 + 5 ll l gsh 
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· FIGURA 11. Identificaci6n de manchas en las cromatograf~as 

del extracto etan6lico del micelio de un sistema 

de RCC control (sin fuente de nitr6geno), por 

incremento en la concentraci6n o sea, por aumento 

de la intensidad del color, en la mancha correspon 
diente al amino4cido· añadido. 

x punto de aplicaci6n de las muestras 
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FIGURA 12. Cromatograma de Y-glutamil-glutamina 

(Y-glu-gln). 
x ~unto de aplicaci6n de la muestra 
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FIGURA 13. Cromat~grama de Y-glu-gln y glutamato 

(glu) • 
x punto de aplicaci6n de las muestras 
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PIGURA 14. Cromatograma de Y-glu-gln, glu y a-ami

noadipato ( a-aaa). 
x punto de aplicaci6n de las muestras 
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FIGURA 15. Cromatograrna de Y-glu-:-gln, glu, a-aaa y 

glutarnina (gln). 
~ punto de aplicaci6n de las muestras 
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FIGURA 16. Cromatograma de Y-glu-gln, glu, a-aaa, 
gln,y valina (val). 

,.. punto de aplicaci6n de las muestra·s 
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FIGURA 17. Cromatograma de Y-glu-gln, glu, a-aaa, 

gln, val y glicina (gli). 
~ punto de aplicaci6n de las muestras 
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.. 

FIGURA 18. Cromatograma de Y-glu-gln, glu, a-aaa, 

gln, val, gli y ciste!na (cis). 
~ punto de aplicaci6n de las muestras 
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/VAL 

FIGURA 19. Cromatograma de Y-glu-gln, glu~ a-aaa, 

gln, val, gli, cis y glutati6n (gsh). 

x punto de aplicaci6n de las muestra·s 
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RES.ULTADOS V DISCUSIO-N 

Para explicar el efecto inhibitorio de glutamlna 

en la síntesis de penicilina (Figura 8) se plantearon dos 

posibilidades: 

1) glutamina al.estar en exceso podría estar re

gulando la f~r~aci6n de lo~ amino~cidos precursores del an

tlbi6tico, reflej~ndose esta ~nhibici6n en la falta de pro

ducci6n de penicilina. 

2) glutamina podr!a inhibir la actividad de las 

enzimas involucradas en la síntesis ~el antibi6tico ("sin-

tetasas de penicilina"), tomando como paso inicial la for

maci6n del .dip~ptido a-aaa-cis y finalmente la obtenci6n 

de la penicilina G. 

Si el problema fuera causado por la lnhibici6n de 

la a1ntesis de precursores (primer caso), se podr!a revertir 

el efecto con la adici6n al medio de cultivo de a-aminoadi

pato, ciste{na y valina; sin embargo, ~sto no se logr6. En 

la figura 20 se aprecia la cin~tica de producci6n en siste

mas de RCC en diferentes condiciones de cultivo; la adici6n 

~e los amino~cidos precursores provoc6 una ligera estlmula

ci6n de la síntesis del antibi6tico, comparada con la que 

present6 el control (sistema RCC sin fuente de nltr6geno), 

Ambos alstemas cuando fueron preincubados tres horas con 

glutamina 2 mM, no presentaron producci6n de antlbi6tlco, 



48 

0.6 

7 -e 
r.= •¡¡; .... 
(;1 
~-o. 
t1I 
E -
OI 
:a, 03 

e 
.E 
o 
e 
C1> 

Q. 

U=====-=:::::=11--==;,;======-·~l\11:====::t~~ 
12 24 

Tiempo (h) 

FIGURA 20. Irreversibilidad del efecto de glutamina por los 
amino~cidos precursores de la mol~cula de penici
lina. Formaci6n de penicilfoa en sistemas de RCC 

o con precursores (a-aaa 1 mM, cis 1 mM, val 1 mM) 

• sin precursores 

6. con precursores (pre incubado 3 h. con gln 2 mM) 

• sin precursores (pre incubado 3 h • con gln 2 mM) 
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El no poder revertii el efecto d~ glutamina con 

la adición de a -aaa, cis y val, podía haberse debido a que 

~stos no se incorporaron por alguna interferencia que pre

sentara el sistema de cultivo. A pesar de que se detectaron 

alteraciones en el transporte de los precursores, en las d.!. 

ferentes condiciones experimentales, no se observó impedi

mento total en.la incorporación de ninguno de los aminofici

dos constituyentes de la mol~cula de penicilina (Figura 21). 

De acuerdo con estos resultados se estableció que 

el efecto inhibitorio provocado por glutami11a no es a nivel 

de síntesis de precursores. En esta forma se reforzó la se

gund~ posibilidad, en la que se contempla que el efecto de 

glutamina en la síntesis de penicilina, probablemente ocu

rre en la actividad de las "sintetasas de penicilina". 

Considerando que la inhibición podría ejercerse 

en alguna de las actividades enzimfiticas de la vía blosint! 

tica del antibiótico, midiendo la actividad de cada una de 

las enzimas involucradas en el proceso, seria posible cono

cer e qu~ nivel actóa glutamina, 

Hasta ahora, solo se ha establecido la secuencia 

de formación de penicilina, pero muy paco se sabe de las c~ 

racterísticas de las enzimas; sin embarga, recientemente 

Kaszab y Enfars (47) han obtenido evidencia experimental su 

glriendo que la enzima Y-glutamil-ciste{na sintetasa (pri

mera enzima participante en la s{ntesis de glutatlón,(48), 

puede ser la misma enzima que interviene en la s{ntesis del 
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FIGURA 21. Transporte d~ amino~cidos precursores de penici
lina. Incorporaci6n de radioactividad en el mi
celio de sistemas de RCC. 
~ L-(u-14c)-val 1 mM [0.2 u.ci(mmol)-l) 

14 ' ,-, 
• L-(U- C)-val 1 mM + cis 1 mM + gln 1 mM 
() L-(u- 14c)-cis 1 mM [0.126 pCi(mmol)-l) 
[J L-(u-14c)-cis 1 mM +val 1 mM + gln 1 mM 
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dipéptida a -aaa-ci s, intr~rmediarl.a en la tiias!.ntesi s de P.!::_ 

nicilina (12), 

La enzima y -glutaml.1-cistelna sintetasa ha sida 

ampliamente estudiada par Meister y colaboradores (48) y hffil 

caracterizada cama sustratos de la misma al ácida glutámica 

y a la cisteina. Par otra parte, en la técnica de medici6n 

de esta actividad enzimática existe el problema de la rápida 

oxidaci6n de la cistelna en condiciones ambientales normales 

por lo que usualmente es sustituida por el a-aminobutirato 

que puede ser utilizado en forma análoga por la enzima, tal 

y como lo reportan Maoz (49) y Nishimura (50), 

En los estudios de Kaszab (47), el ácido glutámico 

fue sustitu!do por el ácido a -amino.adípica, para formar el 

precursor de penicilina ( a-aaa-cis); desafortunadamente no 

se pudo establecer contacto con este grupa para obtener ma

yor informaci6n al respecto, por lo cual se decldi6 reprod~ 

cir su reporte midiendo la actividad de la Y -glutamil-cis

telna sintetasa en presencia de los posibles sustratos. 

Para evitar los problemas de oxidación antes men

cionados se utilizó a-amlnobutirato como análogo de ciste! 

na y el otro sustrato, en un caso fue el ácido glutámico 

(Figura 22A) y en el otro e1 ácido a-aminaadlpico (figura 

228), 

Los resultados mostrados en la figura 22 concuer

dan con los obtenidos por Kaszab y colaboradores (4?), en 
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control gln 10 m.'I gsh 10 nM control gln 10 nN gsh 10 nt-1 

FIGURA 22. Actividad enzimática de la a-aminoadipil-ciste!na 

sintctasa ( y-glutamil-cistc!na sintetasa), con di

versos sustratos: 

A) a-amino~utirato + glutamato · 

B) a-aminobutirato + a-aminóadipato 

. empleando como fuente de enzim~ micelio de P. 

chrysog~~ de 48 h. de cultivo en M.P.; tiempo de 
reacci6n 40 min. 



53 

los cuales encontraron que la actividad de la ·a-amlnoadl.pil 

-cistelna sintetasa o y -glutamil-cistelna sintetasa emplea!!_ 

do ácido a -aminoadípico es del 7C%, considerando como '100% la obtenida 

con el ácido glutámico. 

Cabe mencionar que glutatión retrolnhlbe la acti 

vidad de esta primera enzima de su biosíntesis (51) lo cual 

s~ pudo apr~ci~r al ª"adir glutatión 10 mM al sistema de re 

acción, ya sea empleando glut'amato (Figura 22A) o a-amino-

adipato (Figura 228) como sustratos, 

HAy que destacar que bajo estas condiciones glut~ 

mina, en concentraciones hasta 10 mM, no afectó la activldad 

"in vitro" de la a -aminoadipil-cisttJÍna sintetssa y que e!!_ 

te efecto es similar empleando cualquiera de los dos posibles 

sustratos, glutámico (Figura 22A) o a-aminoadípico (Figura 

228). 

Profundizando un poco más en las características 

regulatorias de la enzima se consultó la revisión de Meister 

y ~ate (48) de glutatión y compuestos relacionados, en don

de se propone el ciclo de y -glutamil para la síntesis y utl 

lizaci6n de glutatión (Figura 23), 

Este tripéptido ha sido encontrado en la mayoría 
. . 

de los sistemas celulares, ya sean de origen animal, vegetal 

o microbiano, y, aunque los estudios realizados para p1.0pot1Pr

lo, fueron realizados empleando extractos celulares de ma

mlferos, ha sido posible extrapolar.la hipótesis a ~specles 
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FIGURA 23. 
CICLO DEL a-GLUTAMIL Y El TRP.MSPORTE DE ,(l.f1JNOP.CIDOS NEUTROS 

(MEISTER Y TATE 1976), 
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microbianas, debido a que en numerosos trabajos con estos 

organismos se han encontrado prácticamente todas las activ! 

dades enzimáticas involucradas en el ciclo (49,52,53,54). 

En el metabolismo de glutati6n pueden ser visual! 

zadas dos etapas, una de s!ntesis por acciones sucesivas de 

la y-glutamil ciste!na sintetasa y de la glutati6n sintet.!!. 

a~. La otra 'etapa ser!a la correspondiente a ·1a utilizaci6n, 

que se lleva a cabo por las enzimas Y -glutamil transpepti

dasa, la peptidasa de cisteinil-glicina, la glutamil ciclo 

tranferasa y finalmente la 5-oxoprolinasa, con lo que se r! 

generarla el grupo Y-glutamil (48); 

Las sustratos especlf icos de las enzimas solubles 

que catalizan la s1ntesls de glutati6n, determinan el orden 

de los residuos de aminoácidos en este' trip~ptido. 

1) el primer pa~o es catalizado por la y-glutamil 

ciate!na sintetasa, en presencia de ATP, Mn 2+ o Mg 2+, L-gl~ 

tamato y L-ciate!na (48), 

2) la segunda reacci6n en la bios!ntesls de glut.!!. 

ti6n es catalizada por la enzima glutati6n slntetasa. L-y -

glutamil- a-aminobutirato y Y-glutamll-alanina pueden ser-

vi~ como sustratos de esta enzima, de manera similar que 

glutamil clsteina (49), 

El glutati6n es quizás el más abundante de los co! 

ponentes celulares con grupo tiol, por ~o cual, en muchas de 

lea funciones que se les han asigna~o, el grupo sulthidrilo 
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tiene gran importancia, tal e~ el caso de la pDotecci6n a 

la oxidacl6n de dicho grupo funcional de las protelnas de 

las membranas celulares. Por otra parte, dado que la canee~ 

traci6n intracelular de glutati6n es mucho más elevada que 

la de y-glutamil clstelna, cisteína y cistina, parece ser 

que glutati6n sirve como almacén de cistelna, con lo cual 

el nivel de ·éste aminoácido se logra mantener bajo (55). 

Hay sin embargo, otra funci6n no relacionada con 

la estructura del glutati6n y que ha sido establecida por 

numerosas observaciones; ésta es la participaci6n en proce-

sos de transporte de aminoácidos. Un~ de las razones que hl 

zo pensar ésto, fue que la degradación de glutati6n por la 

y-glutamil transpeptidasa fue, marcadamente estimulada por 

ciertos aminoácidos, aunque no eran metabolizables. Además, 

fue notable que la y-glutamil transpeptidasa estaba gene-

ralmente unida a membranas, sobre todo en mam!feros, en ele!. 

tos epitelios celulares, involucrados claramente en proce-

sos de transporte (55). 

Varias investigaciones sobre este Último aspecto 

han llevado a la conclusi6n de que el transporte de amino-

6cidos con el "sistema de glutati6n", consta de varios pa

sos, como son la uni6n de los aminoácidos a las membranas 

celufares; la translocaci6n que' se efectúa por medio de un 

"acarreador-aminoácido" y finalmente la .liberaci6n del amln.!!, 

6cido en el interior de la célula. En este caso, el'acarre~ 
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dor puede ser el glutati6n o simplemente el grupo y -gluta-

mil (55,56), 

Una de las más importantes características de la 

enzima Y-glutamil transpeptidasa es la especificidad por 

ios sustratos. A este respecto se ha detectado que ciertos 

aminoácidos neutros, especialmente glutamina, son los mejo-

r~s sustratos ·para el ciclo del Y-glutamil; esta ectividad 

se ve incrementada por el aumento de la concentración de aml. 

noácidos en el sistema. La idea de que glutamina juega un 

papel especial es porqu~, además de la gran afinidad con la 

Y -glutamll transpeptidasa, el péptido Y -glutamil":"gluta-

mina es el r.iejor sustrato para la Y -glutamil ciclotransfe

rasa, dando en esta forma continuidad al ciclo (48,55), 

Dada la similitud estructural entre glutati6n y 

los 'intermediarios de penicilina, al igual que las reacclo-

nea involucradas en la síntesis de los dos metaboli~oe, se 

plantea que la s1ntesis del antibiótico se lleva a cabo en 

forma similar a la del glutati6n (Figura 24). En este caso 

el grupo que se regenerarla serla el a-aminoadipil, sirvle!!. 

do as! como iniciador en la síntesis de los péptidos precuL 

sor.es de penicilina. 

Uno de los proce~os más importantes en donde se ha 

involucrado al glutati6n es en el transporte de aminoácidos 

neutros que se encuentran en elevadas cqncentracionee extr~ 

celulares v carentes «~7'sistemas de. transporte inducibles 
!• ¡:¡ 
·'. 

i' 
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FIGURA 24. 

MECANISt:O PROPUESTO PARA EL TRANSPORTE DE GLUTAftiINA <O AMINOACIDOS 
NEUTROS), INVOUICRArJDO A utl INTERMEDIARIO .DE Lf., RUT.~ BIOS INTETICA 

] DE PENICILLINA UiATEOS1 R.C. ET AL. 1982). 
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(57), lo cual concuerda con las condiciones bajo las cuales 

glutamina afecta la síntesis del antibiótico. 

Tomando en cuenta los datos anteriores, se ha hi

potetizado la participación de glutatión en el transporte 

de glutamina en las condiciones experimentales de este tra

bajo, de tal forma que liega a ser insuficiente y entonces 

el tripéptido precursor de ·penicilina, a -aaa-cis-val, es 

utilizada para este mismo firr, siendo afectada notablemente 

la producción de antibiótico (Figura 24). 

Hay ciertas condiciones que se deben cumplir para 

reforzar la hipótesis expueata anteriormente, para compraba~ 

la se hicie1on varios experimentos q~e a continuación se tra 

tar6n. 

Si glutatión y el tripéptido a-aaa-cis-val están 

siendo utilizados en el transporte de glutamina, bajo las mi:!, 

mas condiciones experimentales, otros aminoácidos neutros 

deben presentar un efecto igual o similar al de glutamina en 

l~ bioslntesis de penicilina. En la tabla 2 se muestran los 

porcentajes de inhibición en la producción de penicilina, en 

sistemas de RCC en presencia de diversos aminoácidos, todos 

ellps añadidos en igual concentración, 10.0 mM, tomado como 

control el sistema sin fuerite de nitrógeno; Los resultados 

expuestos en la tabla 2 parecen corresponder a un fenómeno 

de todo o nada, sin embargo san los datos obtenidos después 

de 36 h. de incubación en los sistemas de RCC y cab~ menci~ 
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TABLA 2 

EFECTO DE ALGUNOS AMINOACIDOS EN LA 

PRODUCCION* DE PENICILINA 

AMINOACIDO INHIBICION 
(10 mM) (%) 

CONTROL o 
L-GLUTAMINA 100 
L-GLUTAMATO o 
L-ARGININA o 
L-ASPARTATO o 
L-SERINA 100 
L-CISTEINA 100 
L-TRIPTOFAl~O 100 
L-TIROSINA 100 

GLICINA 100 

*. CUANTIFICADA EN SISTEMA. DE CELULAS 

EN REPOSO INCUBADAS DURANTE 36 H, . 
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nar que la cinética de inhibiéión que presenta ·cada amino-

6cido no es igual, a pesar de que a las 36 h~ así lo pare~ 

ca, 

Al analizar los datos de la misma tabla 2, se pu~ 

de apreciar que glutamato, arginina y aspartato, animo~ci-

dos que poseen sistemas de transporte constitutivos, no afee 

tan la slntesis del antibiótico, a diferencia de lo que ocu 

rre can diversas amina~cidas ~eutras que s! afectan en forma 

negativa la producción de penicilina cuando se encuentran en 

elevadas concentraciones en un sistema de RCC. 

La participación del a -aa:i-cis-val en el transpor

te de aminoácidos neutras es una de las aspectos claves de 

le hipótesis planteada en este trabaja, por la cual se in

vestigó .la importancia de las precursores de penicilina en 

el transporte de glutamina. 

Para esta se emplearon dos cultivos .de f.· chrysogenum, 

en un casa se utilizó M.P.-L., can el propósito de tener en 

el micelio la mlnima concentración de precursores de penici

lina, incluyendo al trip~ptida a -aaa-cis-val, por el efec-

to retrorregulador de lisina en le slntesis de penicilina 

(7)~ Asl, la cantidad de L-(u- 14c)-glutamina 10 mM incorpo

rada se debla al glutatión ·intracelular. 

En el otra cultivo se empleó M,P,, cuya fuente de 

nitrógeno (NH4Cl 8.5 mM) permite la slrytesis normal de gl~ 

tatión y precursores de penicilina;.en esta forma lds das 
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p6ptidos podrían participar en el transporte de L-(u- 14c>-

glutamina 10 mM. 

Los resultados del transporte se muestran en la 

figura 25, en donde es fácil notar la diferencia entre las 

cinéticas de incorporaci6n de L-(u- 14 c)-glutamina 10 mM, en 

donde las células con a -aaa-cis-val y glutati6n (cultivo en 

M,P,), presentaron mayor cantidad de marca específica, que 

las células carentes de· a-aaa-cis-val (cultivo en M.P.-L.). 

Estos datos coinciden con la supuesta participa

ci6n del tripéptido a-aaa-cis-val en el transporte de glut~ 

mine, al ser insuficiente la poza de glutati6n. 

Otra predicci6n que resultaría de este modelo se

rla la siguiente; si ia poza de glutati6n es insuficiente 

para transportar elevadas cantidades de glutamina, al incr.!:. 

mentar le concentraci6n intracelular· de glutati6n se debe

rla prevenir el efecto de glutamine en la slntesis de peni

cilina, pues ya no se utilizarla el a -aea-cis-val para el 

transporte del aminoácido. 

Sin embargo, se sabe que gluteti6n retrorregula su 

bioslntesis, especif!camente la síntesis de y-glu-cis (5) y 

si está involucrada la primera enzima, tanto en la síntesis 

de glutati6n como de penicilina (12,4?), la adici6n de glut~ 

t16n al sistema de RCC podrla afectar la formaci6n del anti 

bl6tico, por lo cual se busc6 y establec16 la concentracl6n 

apropiada de glutati6n, ésto es, que. no afectara la bios!n-
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FIGURA 25. Participaci6n de intermediarios de la ruta bio
sintética de penicilina (tripéptido) en el trans
porte de glutamina. Incorporaci6n de L-(u- 14c1-
9lutamina 10 mM (1.68 pCi(mmol)-l) en sistemas de 
RCC. Células crecidas durante 36 h. utilizando 
NH4c1 e.s mM <•>o lisina SO mM (0) como fuente 
de nitr6geno. 
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tesis de antibi6tico, encontrando la de 1 mM como la mejor 

(Figura 26). 

Una vez establecida la concontraci6n de glutati6o 

adecuada, se trat.6 de prevenir el efecto de glutamina en la 

s!ntesis de penicilina, preincubando los sistemas de RCC-en 

un medio que favoreciera el transporte de glutatión, ésto 

es, sin sulfatos. Despué~ de 1 h. de preincubación, las cé

lulas fueron transferidas al sistema de RCC ya descrito. O~ 

rante la princubación en el sistema sin sulfatos no se aña

dió cicloheximida, para no impedir la posible formación del 

slstema inducible para el transporte de glutati6n. 

En la figura 27 es notoria la diferencia entre la 

producción del sistema de RCC con glutamina 10 mM y la que 

present6 un sistema similar preincubado 1 h. con glutatión; 

tal resultado favorece la hipótesis anteriormente planteada 

para explicar el efecto de glutamina en la síntesis de pe-

nicilina. 

Este efecto preventivo va de acuerdo con la hipó

tesis, pero podría también ser originado por la interferen

cia de glutati~n en la incorporación de glutamina, y ésta no 

podría ejercer el efecto intracelularmente, por lo cual se 

realizó la medición del·transporte de L-Cu- 14 cJ-glutamin~ 

5 mM en sistemas de RCC preincubados con diferentes canee!!. 

traciones de glutati6n. tl resultado de esta prueba se puede 

observar en la figura 28, en donde se encontr6 una relaci6n 
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FIGURA 26 • EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE GLUTl\'l'ION EN 

LA PRODUCCION DE PENICILINA, DESPUES DE 36 H DE INCU

Bl\CION EN SISTEMAS DE CELULl\S EN REPOSO CON CICLO

HEXIMIDA 
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FIGURA 27. FORMACION DE PENICILINA DESPUES DE 12 11 DE INCUBACION 

EN SISTEMAS DE CELULAS EN REPOSO, LA CICLO!IEXIMIDA 

FUE MAOIDA 1 11 DESPUES DE LA TRANSFERENCIA. CON'rROL 

(C), GLUTAMINA 10 mM (GLN), GLUTATION 1 mM (GSH), 

GLUTAMINA 10 mM PREINCUBADO CON GLUTATION 1 mM DURANTE 

1 H (GSll: GLN) 
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directa entre la cantidad de ~lutati6n aAadida·al medio y 

el incremento en la incorporaci6n de L-(u- 14c)-glutamina, 

fen6meno contrario al del efecto de glutati6n en la produ~ 

ción de penicilina. 

Los resultados de los experimentos descritos ante 

riormente, fundamentan la explicaci6n del efecto de glutam! 

n·a por la utilización del a-aaa-cis-val en su transporte, 

desviando la síntesis del antibiót(co. Sin embargo, se con

sideró de gran interés, hacer estudios de los cambios de los 

componentes intracelulares que se deben originar en las di-

ferentes condiciones experimentales~ 

Dudo el objetivo de este trabajo, los estudios se 

abocaron principalmente al análisis. de las modificaciones 

que presentaban las pozas de aminoácidos y péptidos, involu 

erados tanto en la síntesis de penicilina como en la de gl~ 

tatión. Para ésto se recurrió a cromatografías bidimension~ 

les en capa fina de los extractos etanólicos de f· chrysogenum, 

utilizando como. revelador ninhidrina. 

Para lograr ubicar en las cromatografías a los di 

ferentes aminoácidos y péptidos se adicionaron soluciones 

de ~stos compuestos e extractos etenólicos, en algunos casos 

les sustancias estaban mar8adas radioactivimente y esta ce-

racterística ayudó a su identificación en los cromatogramas 

de los extractos (ver materiales y méto~os) (Figura 10). 

En otros casos, se carecla de compuestos radioac• 
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tivos y su identificaci6n fue por intensificaci6n del color 

o sea, de la concentraci6n de la mancha que correspondía a 

la sustancia presente en los extractos etan6licos (ver mate 

riales y métodos~ (Figura 11), 

Con los datos obtenidos en los experimentos ante

riores, parecía haber problemas en la resoluci6n de las man 

chas correspondientes a glutamato, a-aminoadipato y y -glu-

tamil-glutamina. Se decidi6 entonces hacer cromatograrias de soluci2_ 

nes de cada uno de los aminoácidos y péptidos, llevando una S.!!, 

cuencia de Adici6n de muestras y aparici6n de manchas. En 

estos casos no se aplicaron extractos etan6licos de micelio 

(ver materiales y métodos) (Figuras 12,13,14,15,16,17,18,19), 

Efectivamente, la resoluci6n del sistema empleado no es su-· 

ficiente para separar glu, a-sea y Y-glu-gln, probablemente 

debido a la similitud entre sus características fisicoquí

micas. Sin embargo, podría servir como un sistema orientador 

para el estudio de los cambios de los componentes intracel.!:!. 

lares del micelio obtenido en diversas condiciones de cult!, 

vo. 

Las figuras 29 y 30 muestran las cromatografías de 

los extractos etan6licos del micelio de los cultivos de los 

experimentos mencionados anteriormente, en donde se empleA-

ron dos fuentes de nitr6geno para el crecimiento del hongo, 

NH4c1 8,5 mM y lisina 50 mM, además de haber añadido L-(U-

14c)-glutamina a los sistemas de RCC, 
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FIGURA 29. Cromatograma de extracto miceliar de 
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tema de RCC con L-(u-14c)-gln 10 mM · 

(1.68 pci(nunol)-l) e incubado dura~
te ~6 h. 
~ punto de aplicaci6n de la muestra 
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FIGURA 30. Cromatograma de extracto.miceliar de 
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sistema de RCC con L-(U- C)-gln 10 . 
mM (1.68 pCi(mmol)..;1J e _incubado du

rante 36 h. 
~ punto de a~licaci6n de la ·muestra 
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Uno de los problemas que se presentaron en el aná 

lisis de estos resultados, fue el gran número de manchas r!:!_ 

dioactivas. Sin embargo, se pueden apreciar ciertas diferen 

cias en el númer~ e intensidad de manchas, entre una y otra 

cromatografía. Es notable que en el extracto del cultivo con 

NH4Cl 8,5 mM (Figura 29), la radioactividad de las manchas 

es mucho mayor que en la del cultivo con lisina 50 mM (Figura 

30); ésto corresponde al mejor transporte de L-(u- 14c)-glu-

temina encontrada en células crecidas en M.P. que en M.P.-L. 

(Figura 25). 

Tomando como control la figura 29, se puede apre

ciar la ausencia de las manchas 7,16 y 20 en la figura 30, 

Le ubicación de la mancha número 20, hace pensar que se tr~ 

te de algún péptido pequeño, ya que migre en forma muy siml 

lar e une de les manchas que aparecieron cuando se aplicó 

glutatión en la placa (Figuras 10,19), 

Por. otra parte, la mancha número 16 se localiza en 

una zona muy cercana a la de Y-glu-g ln, g lu y a -aaa, po

dría tratarse de alguno de estos compuestos, y que debido a 

le resolución en esa ocasión se pudiera haber separado. De 

ser así, cabria la posibilidad de ser la correspondiente al 

a -eminoadlpico (aminoácido precursos de penicilina) y que · -·, 

en presencia de lisina 50 mM el hongo no fue capáz de sint~ 

tizar. 

Si el trasporte de glutamina, cuando se encuentra 

,en elevadas concentraciones, es mediado por glutatión y el 
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tripéptido a -aaa-cis-val·, tal y como se plantea en las fi

guras 23 y 24, entonces en los sistemas de RCC con L-(u- 14 c)-

glutamina se formarían dos péptidos, el y-glu-gln y el a-aaa-

gln, los cuales por la radioactividad que presentaran po

dr!an ser localizados en las cromatograflas de los extractos 

etan6licos correspondientes, 

Va se mencionó.que ha sido reportado que el trans 

porte de amino~cidos por el "sistema de glutati6n" consta 

de varios pasos (55,56), Para observar la secuencia de in

corporaci6n de glutamina, por este sistema, se hicieron cr~ 

matograf !as de extractos etanólicos del micelio de sistemas 
14 . 

de RCC, que hablan estado en presencia de L-(U~ C)-glutam! 

na durante diferentes tiempos (1,3 y 6 h.) y a manera de c,!_ 

nética se observ6 la aparici6n de manchas radioactivas. Di-

cha secuencia se aprecia en las figuras 31,32 y 33. 

En la cromatograf!a del extracto del micelio incu 

bada durante 1 h. con L-(u- 14 c)-glutamina (Figura 31), se 

detectaron dos manchas radioactivas. La número 10 presenta 

el mismo patr6n de migración que Y-glu-gln,glu y a-aaa, lo 

cual hace pensar que puede tratarse de algunos de los pépt,!_ 

dos que se forman en la translocacián de.glutamina; si exi~ 

te a-aaa-gln, es probable que comigre con y-glu-gln 1 .da

das las pequeftas diferencias estructurales. 

La mancha n6mero 4 adquiere una tonalidad amarl-

llenta al revelar con nlnhldrina y aparece radioactiva alea 

pre que se utiliza L-(u- 14 c)-glutami~a, sea en un s(stema 
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FIGURA 32. Cromatograma de extracto miceliar de sistema de 
RCC, después de 3 h. de incubaci~n con L-(u-14c)
glutamina 10 mM (1.68 pCi(mmol)-1J. 
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FIGURA 33, Cromatograma de extracto miceliar de sistema de 
RCC, después de 6 h. de incubacidn con L-(u-14c)
glutamina 10 mM (1.68 pCi(mmol)-1). 
~ punto de aplicaci6n de la muestra 



77 

"in vivo" o bien cuando es adicionada a la placa cromatogr! 

fica en presencia de algún extracto etan6lico de micelio, Su 

naturaleza es desconocida, pero se piensa puede ser un pro-

dueto metab6lico ~ bien algún derivado de los extractos et~ 

n6licos originado por los sistemas de solve11tes y que actúa 

como •acarreador• de la marca. No es un producto de descom-

posici6n de glutamina, ya que se hicieron los controles co

rrespondientes, tanto del procesamiento etan6lico del mice-

lio, como de los efectos del sistema de eluyentes cromato

gráficos en la molécula de este aminoácido, 

Es notable que la mancha número 10, además de ser 

una de las primeras en adquirir .la radioactividad de la L-
14 . 

(U- C)-glutamina aíladida al media de RCC, es también la que 

mayor número de cpm presenta. 

Aparentemente y en concordancia con los repartes 

de Meister (55) y Operkaravá (56), se requieren varias et~ 

pas para el transporte de aminoácidos neutros por el "sis-

tema de glutati6n•, ya que como en este caso, al observar la 

incorporaci6n de radioactividad de L-(u- 14 cJ-glutamina, se 

siguen varios ~asas antes de que la mancha correspondiente 

a glutamina (número 6') adquiera radioactividad. 
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e o N e l u s I o N F. 5 

Empleando sistemas de células e.n reposo de Penicillium 

chrysogenum con ~icloheximida, concentraciones superiores a 

1mM de glutamina ejercen un efecto inhibitorio en la sínte

sis del antibi6tico. 

Este efecto no es revertido por los aminoácidos 

precursores de la molécula de penicilina (a -aaa- cis- val). 

La actividad "in vitro" de la primera enzima de la 

ruta biosintética de penicilina ( a-aminoadipil cisteína si!!. 

tetase) (24,27) no es afectada por elevadas concentraciones 

de glutamina (hasta 20 mM). 

El efecto.no es específico de glutamina, otros am.!_ 

noácidos neutros causan una inhibici6n similar; esto no se 

obtiene empleando concentraciones iguales de aminoácidos bá 

sicos o ácidos. 

Se establece cierta analogía entre el ciclo del 

Y -glutamil (33) y la síntesis de penicilina, en donde se 

plantea la explicaci6n de que. el efecto inhibitorio de glu

tamina es debido al desvío del tripéptido precursor del an

tibi6tlco Ca -aaa-cls~val), utilizado en el transporte del 

aminoácido, en la misma forma que participa glutati6n en el 

transporte de aminoácidos neutros (55). 

Los siguientes resultados obtenidos concuerdan 

con la hip6tesis anterior. 

El transporte de L-(u- 14c)-glutamine.es mayor en 
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células capaces de sintetizar a-aaa-cis-val y glutatión 

(crecidas en NH 4c1 B.5 mM) que las carentes de a-aaa-cis-val 

(crecidas en lisina 50 mM). 

Como se esperaba, la adición de lislna al medio de 

cultivo provocó cambios en los componentes intracelulares 

del hongo, que se encuentran relacionados, con la síntesis 

del antibiótico. 

Por medio de marcadores radioactivos y de caneen-

tración, se lograron ubicar en los cromatogramas algunos de 

los precursores de penicilina y glutatión. 

A pesar de no haber podido separar y cuantificar 

a los péptidos y-glu-gln y a -aaa-gln, ya que se carecía de 

dichos compuestos para ser utilizados como controles, resul 

t6 evidente que la incorporación de L-(u- 14 c)-glutamina al 

interior de la célula consta de varios pasos y al menos uno 

de los primeros involucra la unión de L-(LI-14 c)-glutamina 

con glu o a-aaa, ya que comigran en las cromatografias bi-

dimensionales y la radioactividad se concentra inicialmente 

en esa zona. Con estos resultados se reforzó el postulado. 

Es de esperarse que al utilizar algón otro amino-

6cido neutro en los experimentos realizados empleando glut.!!. 

mina, los resultados sean ~imilares. 

El planteamiento del papel del tripéptido precur-

sor de penicilina (el a-aaa-cis-val), eri el transporte de 

amino6cidos neutros, en sistemas ce~ulares incapace~ de in

ducir alg6n mecanismo de transporte, e~ la aportación més 



..., 
' ' J 

J 

80 

importante de este trabajo al conocimiento del metabolismo 

nitrogenado en Penicillium chrysogenum, ademAs abre la po

sibilidad de profundizar en la interrelaci6n entre la biosín 

tesis de glutati6_n y la producci6n de penicilina, campo en 

el cual 110 se ha reportado ningún estudio. 
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