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CAPITULO I. 

INTRODUCCION. 

Los antibióticos representan una variedad de meta
bolitas secundarios, de complejidad química variable que son 
sintetizados por algunos microorganismos, usualmente en su -
fase tardía de crecimiento. (Idiofase) (6,7,10) 

Se les denomina secundários debido a que no presen_ 
tan ninguna función aparente para el crecimiento y reproduc
ción del microorganismo que los produce. (6,7,24) 

Su importancia práctica deriva de la gama de aplica_ 
cienes que se les ha dado. Así son utilizados en la medicina 
humana para el tratamiento de enfermedades infecciosas, en la 
agricultura en el control de patógenos de plantas y en la -
ganadería tanto en el tratamiento de enfermedades infecciosas 
como mejorando la velocidad de crecimiento de los animales. -
Asimismo, se han utilizado en las ciencias básicas como herra 
mientas en la elucidación de mecanismos biológicos a nivel 
molecular. (7,31) 

Otro aspecto interesante de los antibióticos, es su 
continua necesidad, sobre todo para nuevos tipos de ellos. Es 
ta necesidad es debida principalmente a que muchos microorga
nismos desarrollan mecanismos de resistencia a los antibiÓti
aus y por la particularidad que presentan algunos de ellos de 
producir efectos colaterales no deseables en los sujetos que 
los utilizan. 

Un gran avance en este campo ha sido la producció~-"', 
de derivados semisintéticos producidos por modificaciones - ) 
químicas o biológicas de los productos obtenidos por fermenta-/ 
ción, lo cual les confiere nuevas propiedades. Tal es el caso '· _,/ .. 
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- ~ 
de la ampicilina que proviene de la penicilina G y de la clin-1 
damicina que a su vez proviene de la lincomicina, por citar -
algunos ejemplos. (77) 

A pesar de la gran importancia de los antibiÓticos 
en nuestra sociedad, la producción fermentativa de ellos ha 
ocurrido en un momento en el cual poco se sabe acerca de sus 
respectivas vías de biosíntesis y regulación. Por este hecho 
no es sorprendente que su producción haya sido llevada a cabo 
en forma empÍrica. Ya que es evidente que a la fecha el mayor 
obstáculo para la aplicación de los principios regulatorios -
básicos en la producción de antibiÓticos (Inducción, retrore
gulación, regulación catabÓlica, etc.) sea nuestra ignorancia, 
ya que si bien conocemos poco sobre los intermediarios biosin
téticos, prácticamente no se sabe nada acerca de las enzimas 
y mecanismos regulatorios que modulan la producción de anti~ 

bióticos. (7,9,10) 
Uno de los objetivos de trabajo del grupo de inves

tigaciQn donde se desarrollÓ esta tesis, es el de estudiar los 
mecanismos regulatorios que controlan la biosíntesis de meta
bolitas secundarios, en particular de los antibiÓticos. 



CAPITULO II 

OBJETIVO. 

Recientemente ha sido reportado por diversos autores 
que la síntesis de metabolitos secundarios es regulada por la -
concentración de nitrógeno presente en el medio de cultivo. Es
tos reportes incluyen a nourseotrocina en Streptomocces noursi 
(38), ocratoxina en Aspergillus nidulans (14) y a cefalospori
na en Streptomyces clavurigerus. (84) 

Así Aharonowi tz y Demain han reportado que en la . · 
producción de cefalosporina en Streptomyces clavurigerus la -
presencia de un exceso de nitrógeno en el medio de cultivo trae 
como consecuencia una disminución en la producción especÍfica 
de este antibiÓtico. Asimismo, han encontrado una rel?-ción di
recta entre la actividad de la enzima glutamino sintetasa y la 
producción específica de cefalosporina. Estos li!.új¡O!'SS'-encontra

ron que en bajas concentraciones de nitrógeno existe una alta 
actividaa de la enzima glutamino sintetasa y una elevada pro
ducción específica de cefalosporina. Contrariamente cuando las 
células fueron crecidas en un exceso de nitrógeno se encontró 
una disminución en la actividad de esta enzima y en la produc
ción especÍfica de cefalosporina. (84) 

En base a estos reportes, el grupo de trabajo donde 
se desarrollÓ esta tesis tuvo el interés de estudiar.la regula
ción por amonio de la biosíntesis de penicilina en Penicillium 

chrysogenum NRRL-1951. 



CAPITULO III 

GENERALIDAD~. 

Entre los antibióticos producidos hoy en día la pe

nicilina tiene un papel preponderante en la quimioterapia hu
mana, ya que desde su descubrimiento en 1929 por Alexander -
Fleming, quien encontró que filtrados de un hongo contaminan
te eran capaces de lisar estafilococos. Microbiólogos, gene
tistas, quÍmicos y médicos han encontrado en la penicilina -
una de las armas más poderosas frente a enfermedades infec-
ciosas, por lo que hoy en día la penicilina es uno de los an
tibióticos más usados en nuestra sociedad. 

Microorganismos productores de penicilina. 

Las penicilinas pertenecen al grupo de antibiÓticos 
¡3 -lactámicos (1 ,6,34,51) los cuales pueden ser sintetizados 
por un número limitado de microorganismos, por ejemplo. 

Hongos del género Penicillium (f. notatum y R• ~
sogenum), Aspergillus (!• flavus,: !• nidulans, !• achaceus), 
Trichoph,yton (1_. mentagrophytea, !• g,ypseum, !• interdigitale) 
Mic~omonosporium y E;pidermo;ph.yton (_!. interdigytale, !• flo
ccosum), Malbrencha, Thermoascus, GyiDnoascus y Polypaecilum. 
Todos ellos producen penicilina. 

·Otros hongos como Cephalos;porium acremonium, Emeri
cellopsis, Paecelomyces, Diheterospora, Scopulariopsis, Arach
nomyces, Anixiopsis y Spiroidium, producen penicilina N, cefa
losporina C y otros metabolitos relacionados. 

Más recientemente se han reportado ciertas es;pecies 
de Streptomyces productoras de ;penicilina N y 7-metoxicefalos_ 
;porina (cefamicinas). (34) 
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Clasificación~ fórmula guímica de las penicilinas. 

Q~ímicamente las penicilinas presentan una f6rmula 
estructural caracterizada por un núcleo central (Acido 6-ami
nopenici¡ánico), formado por un sistema bicíclico compuesto 
por un anillo J3 -lactámico d~ cuatro miembros y un anillo -
tiazólido de cinco miembros. Y una cadena lateral fusionada 
al núcleo central que puede ser de naturaleza variable.(6,-
34,51) Figura 1o 

§C--!lt----CH 

O -;/ ~OOH 

A- Anillo j3-lactámico o 
B- Anillo tiazólidoo 
C- Cadena lateral. 
A + B- Acido 6-aminopenicilánico. 

Figura 1_.- FÓrmula estructural de las penicilinaso 
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De acuerdo a la naturaleza de la cadena lateral, se 
ha hecho una clasificación de las penicilinas naturales, la -
cual se muestra en la Tabla 1. (6) 

Tabla 1. 

Clasificación de penicilinas naturales producidas por. 
Penicillium !!.E• 

Cadena lateral 

H-

HOOC9HCH2CH2CH2CO

NH2 

H3CCH2CH2CH2CH2co

H3CCH2CH2cH2cH2CH2co-

@-cH2co

@-ocH2CO-

Nombre. 

Acido 6-aminopenicilánico. 

IsopenicilinaN 

Penicilina F. 

Amilpenicilina. 

Pericilina K. 

Penicilina G. 

Penicilina v. 
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Mecanismo ~acción de las penicilinas. 

Las penicilinas son antibióticos bactericidas, esto 
es, no solamente inhiben el crecimiento bacteriano sino que -
lisan la célula en crecimiento aunque no alteren la viabili
dad de células en reposo. (28,52) 

En 1965 Wise y Park al igual que Tripper y Stromin
ger propusieron independientemente que la penicilina bloquea 
la biosíntesis de peptidoglucano de la pared celular bacte-
riana, mediante la inhibición de la reacción de transpeptida
ción como se muestra en el esquema 1. (28) 

[] · 7UDP-NAcMu~-pentapéptido ~UDP 
1 ------=------ . Cicloserina ~ 

Y
LÍpido ~~cMur~P-lÍpido 

P. Pentapeptido 
1 

Glicil)-:RNA "f,'P-NAcGlc 
LÍjido-P .._ fDP . 

sRNA '- NAcGlT'fAc-:P-lÍpido 
'- ~ Pentspeptido 

NAcGlc-NAcMur-P-lÍpido 1 . 
NAcGlc-NAclVIur-Acepto~ Pentapéptido 

1 1 
Pentapéptido Pe~taglicina 
1 
Pentaglicina Aceptar · 

~---Penicilina (Inhibición) 

D-alanina Enlaces cruzados 
de la pared basal 
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Reacciones enzimáticas ~ la biosíntesis de peptido
éilucano. 

Primeramente el pentapéptido murámico es transferi
do ·de su portador nucleÓtido a un portador lÍpido, al cual se 
le añade un radical de acetilglucosamina al muramato y una ra
ma pentaglicina al pentapéptido. Este bloque completo es trans
ferido así a la membrana para dar la estructura fundamental
alternada de glucosaillina-muramato de la pared. En esta etapa 
final, una reacción de transpeptidación forma enlaces cruzados 
entre las cadenas de los polipéptidos laterales por sustitución 
de los extremos libres de la cadena de glicina de un polipép
tido por la terminal D-alanina de un polipéptido prÓximo. 

La penicilina inhibe específicamente la reacción de 
formación de puentes. Como consecuencia, la célula sintetiza 
desorganizadamente el glucopéptido, lo cual se observa química
mente a través del exceso de glicina y D-alanina terminales -

libres~ 

Detalle de la inhibición. 

Polisacárido Polisacárido 
1 1 

Mur-Ac Mur-Ac 
1 1 

L-ala L-ala 
1 1 

D-Glu D-Glu 
L-lis-Gli-Gli-Gli-Gli~Gll~ L-lis-Gli-Gli-Gli-Gli-Gli 

1 1 
1- - - ·- - -- - 1- - ,. 

D-ala ' D-ala 1 
1 1 

D-ala D-ala 

'------ --_.L. 
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La acción inhibitoria de las penicilinas depende de 
su semejanza estructural con·el sustrato de la reacción de 
transpeptidación D-ala-D-ala, ya que la amida más reactiva del 
anillo¡3-lao.támico de la penicilina podría corresponder a la 
unión peptÍdica del sustrato. La penicilina reacciona irEevePF 
siblemente con la enzima transpeptidasa, produciendo la forma
ción de un complejo enzima-penicilina inactivo. 

El lugar de acción de la pepjcilina en la interfase · 
entre la membrana y la capa mucopéptida, puede explicar el he
cho de que la penicilina sea activa sólo en altas concentraciG
nes para las bacterias Gram (-), ya que poseen una pared par
ticularmente gruesa, alrededor de la capa mucopéptidá basal. 

Este mecanismo también explica la alta toxicidad -
selectiva de las penicilinas, .ya que actúa sobre una enzima 
que Únicamente se encuentra en bacterias y por la naturaleza 
del enlace irreversible que forma. (28,52) 



CAPITULO IV. 

BIOSINTESIS DE PENICILINA. 

La molécula de penicilina es ahora concebida como 
el producto de condensación del ácido~-aminoadÍpico, L-cis
teína y L-valina (1,6,25,34,58) los cuales son las moléculas 
precursoras del antibiÓtico a través de la formación de un 
tripéptido intermediario ~-(L-~-aminoadipil~)L-cisteinil
D-valina (3,4,6,20,21,54,58,71), el cual se muestra en la fi
gura 2. 

Figura 2.- Tripéptido intermediario. 

La tearía para postular al tripéptido como un inter
mediario en la biosíntesis de penicilina, está basado en el 
aislamiento de un péptido no cíclico, conteniendo las subuni
dades básicas de penicilina N (ácido~-aminoadÍpico, cisteína 
y yalina) en Penicillium chrysogenum. (3,4,58) 
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Más tarde fue aislado un tripéptido en Cephalosporium 
acremonium el cual fue caracterizado como el' -L- <X. -aminoadipil
L-cisteinil-D-valina (20,21). Este mismo péptido fue carac~
terizadº también en Penicillium chrysogenum. 

El m·ecanismo enzimático por el cual los aminoácidos 
son combinados y ciclizados no ha sido dilucidado completa~ 
mente. A la fecha una enzima, ~-(L-<>(-aminoadipil)-L-ciste
inil-D-valina sintetasa ha demostrado catalizar la formación 
del tripéptido sólo a partir del dipéptido J' -(L..:. o( -aminoadi
pil)-L-cisteína y L-valina. (34,70) 

Esta enzima fue aislada en CeEhalosporium acremonium 
y ha mostrado una gran especificidad no catalizando la forma
ción del "tripéptido a partir de /-(D-o<,-aminoadipil)-L-cis
teína y L-valina, ni a partir de J!-(L-!>( -aminoadipil).-L-cia
teína y D-valina, ni tampoco a partir de ],-()(. -aminoadÍpico -
y"''L-cisteinil-L-valina. (70) o 

Para la ciclización del tripéptido se ha p~puesto 
la existencia de una enzima, penicilina ciclasa, sin que és
ta haya sido aún aislada, aunque existe evidencia genética -
que así lo indica ya que se han podido aislar mutantes que -
acumulan el tripéptido line~l pero que son incapaces de ci

clizarlo. ( 46,57, 72) 

Reacciones terminales en la síntesis de peÚicilina 
~ Penicillium ch¿ysogenum. 

Una vez ciclizado el tripéptido ocurre una hidróli
sis enzimática de la isopenicilina N formada en la cual pa.r
ticipa la enzima penicilina amidasa que ha sido aislada en 
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especies de Penicillium. (26,27,34) 

Reacción. 

/S~ /CH3 HOOCCHCH2CH2cH2CONHCH- CH c-........... 

. kH2 1 1 1 CH3 

....-:Ó--N- CH 
Q./ 1 

Isopenicilina U COOH 

Penicilina 
amidas a 

____..-S.........___/ CH 
H NCH-CH C 3 

2 f 1 1 "- CH3 

....-:0--N- CH o---- 1 
COOH 

+ HOOCfHCH2CH2CH2COOH 

NH2 

Acido 6-aminopenicilánico ~cido ~-aminoadÍpico. 

Sin embargo el papel del ácido 6-aminopenicilánico 
(6-APA) producido por la hidrólisis enzimática no ha sido -

bien establecido como un precursor en la formación de peni-

cilina (34,71)~ Ya que este producto (6-APA) únicamente se -

acUJñula en ausencia en el medio de cultivo de precursores de 
la cadena lateral del antibiÓtico, por lo que actualmente se 

piensa que es un producto derivado de la desacilación de iso
penicilina N. 

Si ello es cierto, la reacción terminal en la bio

síntesis de penicilina debe de ser un intercambio de la cadena 

lateral de isopenicilina N, ácidoc<-aminoadÍpico, por el--

ácido fenil acético o cualquier otro precursor de la cadena 
lateral presente en el medio de cultivo. Esta reacción es ca

talizada por la enzima penicilina acil transferasa que ha 
sido aislada en Penicillium chrysogenum. El ácido fenil acé

tico previamente debe ser act-ivado de acuerdo a la reacción 
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siguiente. (6,27,34) 

Reacción. 

R -COOH + CoA + ATP- CoA-SCOR + AIV!P PP i 

Por lo tanto la reacción terminal en la biosíntesis 
de penicilina sería la siguiente. 

Reacción. 

.Isopenicilina N + Fenilacetil-CoA Penicilina 
Aciltransferasa 

Penicilina G + Acido ~-aminoadípico. 



CAPITULO V. 

REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE PENICILINA EN 

Penicillium chrysogenumo 

La producción de metabolitos secundarios es afecta
da aparentemente por los mismos mecanismos regulatorios que -
controlan el metabolismo primario (Inducción, retroregula--
ción, regulación catabÓlica por carbono, etc.)o(6,7,9,10,45, 
46). 

Sin embargo el conocimiento en la regulación del me
tabolismo secundario aún es poco profundo, principalmente por 
la ignorancia existente de sus respectivas vías de biosíntesis. 

En la biosíntesis·de penicilina se han descrito al
gunos mecanismos regulatorios que a continuación se describen. 

Retroregu1ación por producto final. 

La regulaciÓn por producto final es un mecanismo re
gulatorio muy importante para el control en la economía celu
lar y ocurre como resultado de la acumulación de un metaboli
to.(63) Este mecanismo es bien conocido en la biosíntesis de 
metabolitos primarios, sin embargo en metabolitos secundarios 
es obscuro debido en gran parte al desconocimiento de las en
zimas involucradas en la biosíntesis de antibiÓticoso En los -
ultimes años se ha hecho evidente que algunos antibiÓticos re
gulan su propia biosíntesis, como lo podemos ver en la Tabla. 2. 

El primer reporte de retroregulación por penicilina 
misma fue reportado por Gordee y Day en 1972 y después confir
mado por Revilla y Martín en 1977. (33,57) 
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Estos reportes establ~cen una inhibición de la sín
tesis de penicilina por penicilina exÓgena y describen que 
ia concentración de antibiÓtico requerido para la completa 

inhibieión de la síntesis "de novo" de penicilina dependía 
de la cepa productorao Esto es, que el nivel de antibiótico 
exógeno requerido para la completa inhibición de su propia 
biosíntesis es generalmente similar al nivel de producción 

- de la cepa. (33,57) 

Revilla y Martín en 1977 por medio de un sistema de 
células en reposo establecieron que~ mecanismo regulatorio 

"r'esponsable de la inhibición 11.de novo" de la penicilina es 
~retroinhibición y no una retrorepresio]) Sin embargo no 
se establece el nivel en el cual penicilina ejerce su acción 
reguladora. (57) 

\¡. 
Regulación JLOr metabolitos primarios. 

Algunos metabolitos primarios pueden regular la sín
tesis de un metabolito secu_~dario ya sea porque son precurso
res_ del metaboli to secundario o porque son productos finales c. 

de una ruta ramificada. (45,46,80). Esto se debe ~la capaci
dad de algunos metabolitos primarios de regular su propia biG
síntesis limitando así su disponibilidad en el metabolismo -
secundario o 

En la biosíntesis de penicilina se observan estos 
dos casos en su regulación 

Regulación EOr metabolitos primarios que~ Erecur

~ ~ metabolito secundario. 

Un6 de los aminoácidos involucrados en la biosínte-
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Tabla 2. 

Retroregulación en la síntesis de antibiÓticos. 

AntibiÓtico. 

Cloranfenicol 

Cicloheximida 

Acido micofenÓlico 

Aurodox 

Ristomicina 

Virginamicina 

Penicilina 

Referencia. 

Jones y Westlake, 1974. 

Kominek, 197 5 • 

Muth y Nash, 1975. 

Liu y col., 1975. 

Egorov y col. , ·1971 o 

Yanagimoto.y Te~~i, 1971. 

Martín, 1 977. 
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sis de penicilina es L-valina cuya ruta biosintética es mos
trada en la figura 3. (23) 

En Penicillium chrysogenum es conocido que valina 
retroregula su propia biosíntesis a través de inhibir la enzi
ma acetohidroxiácido sintetasa, primera enzima de la ruta bio

/ 
sintetica como se muestra en la figura 3. (39,83) 

Es importante destacar que en cepas altamente pro
ductoras de penicilina la demanda de los aminoácidos precurso~. 
res es mayor, por lo cual en estas cepas debe de existir un -
relajamiento de los mecanismos regulatorios que controlan la 
síntesis de los aminoácidos precursores, necesarios para la -
biosíntesis del antibiÓtico. (79) 

Así tenemos que en cepas altamente productoras ·de 

penicilina la enzima acetohidroxiácido sintetasa es mucho -
menos sensible a la inhibición por valina en comparación con 
las cepas silvestres o pobres productoras. Aunado a esto tam
bién se ha encontrado ~ue la cantidad de enzima es superior. 

(39). 
También se ha encontrado ~e existe una correlación 

directa entre la capacidad de incorporación de sulfato y el -
potencial de la cepa productora de penicilina, por lo que se 
piensa que éste pudiera ser un mecanismo para satisfacer los 
altos requerimientos del aminoácido cisteína para la biosínte
sis de penicilina en las cepas altamente productoras. (4J, 46~ 
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Glusosao 

Piruvato. 

r-Acetato_ 

o<.,_-acetolactato 

VNAD~ 

1'-.PNAD 
o<_, p-dehidroxiisovalerato 

~ 
o(-cetoisovalerato 

r
NADH2 

NH3~ 
NAD 

~-----------------valina. 

Figura 3. Ruta biosintética de L-valina en Penicillium 
~ogenum. 
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Regulación de la biosíntesis de penicilina por el 
aminoácido L-lisina. 

A pesar de que el aminoácido L~lisina por sí mismo 
no está involucrado en la síntesis de penicilina como precur
sor o intermediario, ha sido reportado como un potente inhibi
dor de la síntesis de penicilina (8,56,57,70,73), esta inhibi
ción es revertida por el aminoácido~-aminoadípico y otros
intermediarios de la ruta biosintética de L-lisina. (7,8,40, 
73,74). 

Este hecho sugirió la existencia de un intermedia
rio común entre la síntesis del aminoácido L-lisina y peni-
cilina, demostrándose posteriormente que era el aminoácido 

c<-aminoadípico, por lo tanto, se estableció que L-lisina -
y penicilina son producros finales de una ruta biosintética -
ramificada como se muestra en la figura 4. (7,8,24,57) 

Estudios de Demain y Masurekar demostrartin que el 
efecto negativo de L-lisina sobre la biosíntesis de penicili
na era debido a la inhibición de la enzima homocitrato sinte
tasa, (8,73,74) que es una enzima alostérica sensible a L-li
sina. Por lo tanto, al inhibirse esta enzima, se limitaba la 
formación del aminoácido~-aminoadÍpico disponible para la
biosíntesis de penicilina. 

Estos estudios fueron confirmados posteriormente ~ 
por Martín y col., en 1977. 
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Figura 4. Ruta biosintética ramificada para L-lisina y peni
cilina en Penicillium ch!ysogenum. 
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Regulación catabÓlica por carbono. 

La regulación catabÓlica por carbono es un mecanis
mo regulatorio descrito por I\'Iagasanik en 1961, en el cual las 
enzimas catabÓlicas son reprimidas por catabolitos del meta
bolismo de fuentes de carbono rápidamente utilizables tales 
como glucosa o citratos. (18) 

Este fenómeno es muy común en la biosíntesis de me
tabolitos secundarios en donde se observa una represión o inhi
bición de las enzimas por el catabolismo de fuentes de carbono 
rápidamente utilizables. Así, se ha observado q_ue glucosa es 
una excelente fuente de cirbono y energía para el crecimiento 
microbiano, pero infrecuentemente utilizada como la mejor -
fuente de carbono y energía en las fermentaciones del metabo
lismo secundario. (9,10,45,82,83) 

~ ha descrito q_ue glucosa y o.tras -fuentes de carbo

no rápidamente utilizables suprimen la prod~cción de antibiÓ
ticos como es mostrado en la tabla 3, por lo cual no es extra
ño q_ue en el medio definido de Jarvis y Johnson para la pro? 
ducción de penicilina esten presentes una mezcla de fuentes 
de carbono (glucosa y .lactosa). Ya q_ue se ha encontrado que
glucosa es la mejor fuente de carbono y energía para el creci
miento de Penicillium chrysogenum y lactosa la mejor fUente ~ 
de carbono y energía para la producción de penicilina. (37) 

Actualmente se sabe q_ue glucosa ejerce :uépr_~ ..:. --- -----pero nQ inhibición de la biosíntesis de-peñrcilina. (Comuni-- ~ 
cación personal con Juan F. Martín). 
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Tabla 3. 

Regulación catabÓlica por carbono en la biosíntesis de antibiÓticos. 

Antibiótico Fuente inhibitoria Fuente no inhibitoria 

Penicilina .,~1~3!-~~ lactosa ,. -- ~·-""-' . -··-··· ... -.--~~.. . ' or.' ..... ,....,. ... ,...,..l .. 

Actinomic.ina glÚ.cosa galactosa 
Estreptomicina glucosa manos a 
Siomicina glucosa maltosa 
Indolmicina glucosa f'ru.ctosa 
Bacitracina glucosa citratos 
Cef'a.losporina C glucosa sacarosa 
Cloranf'enicol glucosa glic-erol 
Neomicina glucosa maltosa 

\ 

Kanamicina glucosa galactosa 
Puromicina. glucosa glicerol 
Candidina glucosa glucosa * 
Novobiocina citrato glucosa 
Cef'amicina glicerol asparagina. 

*_CUltivo alimentado con bajas concentraciones de glucosa. 

Referencia. 

JOWlsQ.E-_, _ _1 952 • 
Gallo, 1972:----·-
Dema.in, 1970. 
Kimura, 1967. 
Hurley, 1974. 
Haavik, 1974. 
Demain, 1963. 
Smith, 1963. 
Majumdar, 1971 • 
Basak, 1973. 
Sankaran, 1975. 
Martín, 1974. 
Kominek, 1972. 
Aharonowitz, 1976. 



CAPITULO VI 

FUNDAMENTO DEL PROYECTO. 

En base a que la molécula de penicilina es el pro

ducto de condensación de los ~in()ácidos <><.-aminoadípico, L-cis_ 

teína y L-valina es predecible que cualquier evento regulatorio 

que afecte la síntesis de estos precursores afecte la produc~ 

ción de penicilina como ha sido descrito anteriormente. (23,33 

39, 45,46,57,80,83). 
Sabemos que R~+a la producción de los aminoácidos -

se requiere la interacción del metabó.lismo de la fuente de car

bono con el metabolismo de la fuente ele nitrógeno. (28,63). 

El metabolismo de la fJJ.e.nte de .. carbono nos da los -

esql.\eletos .. de .. carbo11.o y la energía requerida para la síntesis 

de ácido gluiámico y glutamina. Por medio de estos compuestos 

se fiJa.e.l.nitrógenoll.brgán:ico, además de ser los ¡tq;uado;ree de 
""""-'"' ..... ~.- ....... :'<~ • 

los grupos amino y amido respectivamente, para la síntesis de 
~ ... ;-. 

los aminoácido~ , __ 

El/4g:i,Q.q gllJ.);áJJl:i.~~ es fO:t'JJJ.adO . .!'L. partir de 8!fiC>l1:Í..9 .. ~ . 
. ~.á.cido o<-cetoglutárico. por.~edio de ,la enzima glutámico deshi

drogenasa (GDH) dependiente de NADPH, de acuerdo a la reacción 

siguiente. (63) 

Reacción. 

o<-cetoglutárico + NH3 + NADPH Glutámico Deshidrogenasa - ,.. 

Acido glutámico + NADP. 
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~a glutamina es sintetizada a partir de ~cido glutá
mico, amonio y ATP por medio de la enzima glutamino sintetasa 
(GS) de acuerdo a la reacción siguiente. (63) 

Reacción. 

Acido glutámico + NH3 + A~P 

glutamina + ADP. 

Glutamino sintetasa 
--~~~~~~~~~~~~~ 

Regulación del metabolismo nitro~enado. 

Numerosos reportes han establecido a la enzima ~ 
tam~tetasa (E.C.6.3.1.2) como la enzima clave en la re-
.------ ~-------

gulación del metabolismo nitrogenado. (16,22,41,42,85) 
Esta enzima ha sido extensamente estudiada tanto en 

organismos procariontes como organismos eucariontes, encontrán
dose(ªiempre que la actividad específica de la enzima varía
de acuerdo a la fuente de nitrógeno presente en el medio de -
c~lt-Í.;o-. ( 22,41 ,42, 50,85) 

Recientemente se ha establecido su regulación en el 
hongo Neurospora crassa tanto en su fase logarítmica de creci
miento .coma.~ en condiciones en las cuales la célula no está 
creciendo o está restringido su crecimiento. (42,50,-85) 

Para este estudio el enfoque que se ha utilizado es 
el de crecer al hongo Neurospora crassa en presencia de los -
sustratos y productos de la enzima glutamino sintetasa como 
fuente de nitrógeno. En estas condiciones se han medido -~ 
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los siguientes parámetros en función del tiempo: crecimiento, 
pozas de ácido glutámico, glutamina y amonio así como la acti
vidad de la enzima glutamino sintetasa. 

\ Lo que se ha enc·entrado es que e·n la fase logarít
mica de crecimiento existe una relación inversa entre la acti
vidad de la enzima glutamino sintetasa y la concentración de 
amonio intracelular, cuando ácido glutámico y amonio son uti
lizados como fuente de nitrógeno.)Esto ha establecido que el -
amonio es el factor limitante para la actividad enzimática y 

queambos sustratos están en exceso cuando amonio se encuentra 
en una elevada concentración en el medio de cultivo. 

Por otra parte, cuando se ha utilizado a la gluta
mina como fuente de nitrógeno, se observa una elevación en la 
concentración intracelular de este aminoácido y una actividad 
muy baja de la enzima. (50,85) 

Resumiendo podemos decir que la actividad ~peGi
~a d&.-1.ª--__enz.ima_Jiur~ el crecimiento logarítmico es al
ta, cuando el hongo Neurospora crassa es crecido en presencia 
de á~~do glutámico como única fuente de nitrógenQ y es baja 

~1_1: exces_~ de __ amoni~-·-~·~!!.-P.!:.ª.§~_Ilc_:i,.§. de glutamina en el medio de 
cultivo. Estas dife~encias encontradas en la actividad especí
fl~;-d~ la enzima se han correlacionado con diferencias en la 
concentración de la enzima observándose que son debidas a di
ferencias relativas en la velocidad de síntesis de la enzima. 

(22,35,50,85) 

Por otra parte, en condiciones en las cuales la cé
lula no está creciendo o está limitado su credimiento, al incu
bar esporas en presencia de ácido glutámico, como única fuente 
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de nitrógeno, se provoca un aumento considerable de la acti
vidad enzimática, lo que no sucede si se añade al medio de cul
tivo un inhibidor de síntesis de proteínas 1!> si las esporas se 
incuban en presencia de glutamina. Por esto, se ha establecido 
que el aumento en la actividad enzimática corresponde a una 
síntesis l'.de novo" de la enzima. (41 ,42) 

Por lo anteriormente expuesto se ha establecido que 
existe una regulación similar en la síntesis de la enzima cuan
do el microorganismo no está creciendo. (42) 

La interrupción del crecimiento también puede ocu~ 
rrir naturalmente, tal es el caso cuando la célula alcanza su 
fase estacionaria de crecimiento. En estas condiciones al igual 
que en el caso anterior, ha sido reportada la acumulación del 
aminoácido glutamina aún en presencia de amonio (41,42,85), po

siblemente debido a que en estas condiciones bajen los reque~ 
rimientos para este aminoácido en la síntesis de me·tabolitos 
celulares• 

Estos hallazgos han determinado que se proponga que 
la enzima glutamino sintetasa posea una función especÍfica aún 
en condiciones de crecimiento nulo. Dicha función sería la de 
sintetizar glutamina con la consiguiente acumulación de este 
aminoácido para la realización de otros fenómenos celulares -
tales como la diferenciación ya que glutamina podría servirl~ 
a la célula como reservorio de esqueletos de carbono y nitróL· 
geno para la síntesis de aminoácidos en general. (41,42) 



CAPITULO VII 

MATERIAL Y METODOS. 

Microorganismos. yr 

Los modelos bio1Ógico$_Utilizados en este estudio

fueron el hongo Penicillium chrysogenum NRRL-1951 y la bacte
ria Sarcina lutea NRRL-B-1018 los cuales fueron obtenidos del 
Agricultural-Research Service Culture Collection y conservado 
por el Northern Regional Research Laboratory, en Peoría, Ill. 

PreservaciÓn de las cepas. V 

Penicillium chrysogenum NRRL-1951 fue preservado en 
tubos de cultivo de 16 x 150 mm. con tapón de algodón, conte
niendo 5 ml. de medio sÓlido inclinado de S~bouraud enrique-. . .. 
cido con 0.1 % de extracto de levadura a 4 °C. (25) 

Sarcina lutea NRRL-B-1018 fue preservada en tubos 
de cultivo de 16 x 150 mm. con tapón de algodón, conteniendo 
5 ml. de medio sólido de agar nutritivo a 4 °C~ (17) 

Medio de esporulación. ¡/ 

Para la esporulación de Benicillium chrysogenum -
NRHL-1951 se utilizaron placas de medio sÓlido de Sabouraud 
enriquecido con 0.1 %de extracto de levadura. Las placas -
fueron inoculadas por estría y se incubaron a 29 °C. por 7 
días, al termino de los cuales se alcanza una esporulación -
completa del hongo. (25) 
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v' ~ de crecimiento ;¡_ :producción ~ :penicilina, (l) 

El medio de crecimiento y :producción de :penicilina 
está basado en el medio descri'to por F. G. Jarvis y M. Johnson 
en 1947 y su composición es la siguiente. (37) 

0-b KH2P04 

0 10!) MgSO 4 • 7H20 

o.()L\ 

o.\ 

(j .()t¡L\ 

0·0\ 

Feso4 .5H O 

cuso4 .5~o 
ZnS0

4 

Na2so4 

MnS04.~0 

CaC12 .2H20 

3 g. 

0~25 g. 

0.10 g. 

0.005 g. 

0.2 g. 

0•5- g. 

0.02 g. 

0.05 g. 

~~ 

/Mezcla de sales. de 
Jarvis y Johnson. 

3.2 g. ~~\(' 

4.88 mlo -.v \_ ··'. ( 
o·\ 

D ~OC\ 
?. 
b 

Acido fenil acético p.5 ml. · " 

:Ztfw<\ \ 

NH4cl 
Glucosa 
Lactosa 
H2o bidestilada 

variable. 
10 g. 

30 g. 
c.b.p. 1 litro. 

Durante el estudio de amonio sobre la biosíntesis 
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de penicilina se modificaron las concentraciones fte hTH
4

Cl des
de 170 mM. hasta 8.5 mM. 

Los azúcares (glucosa y lactosa) fueron esteriliza
dos por separado disueltos en H2o bidestilada. 

El medio es ajustado a un pH de 6.8 - 6.9 con NaOH 
10 N. antes de esterilizar. 

Medio de cultivo para células en reposo. {II). 

Mezcla de sales de Jarvis y Johnson 
Solución reguladora de fosfatos 1 M, pH 7 
Acido fenil acético 
Cicloheximida 
Lactosa 

160 ml. 

320 ml. 

0.5 ml. 

100 mg. 

30 g. 
H20 bidestilada c.b.p. 1 litro. 

Los medios fueron esterilizados en autoclave por 20 

minutos a 121 °C. 

CondiciOJ:).es de crecimiento. v 

Matraces Erlenmeyer· de 500 ml. de capacidad con.100 

ml. de medio de cultivo (I) se inocularon con 1·m1. de una sus
pensión de esporas con una D.o. 540 de 1.5 y se incub·aron a 29 °C 
con agitación de 225 rpm. durante 96 horas. 
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El crecimiento fue determinado cuantificando la pro
teína del micelio y la producción de penicilina, por medio de 
bioensayos. 

Producción de penicilina por células ~ reposo. 

Penicillium cbxysogenum NRRL-1951 fue crecido como 
previamente mencionamos durante 36 horas al término de las -
cuales el micelio fue filtrado y lavado con dos volúmenes de 
H2o bidestilada y el paquete celular transferido al medio de 
células en reposo y puesto en agitación a 225 rpm. y 29 °C. 

durante 36 horas. 

Deter.minaoiÓn de proteína. 

Muestras del medio de cultivo fueron filtradas a tra
vés de membranas Millipore tipo HA 0025 de 0.25~ de diámetro 
de poro, lavadas con H

2
o bidestilada y el paquete celular -

resuspendido en 2 ml. de ácido tricloro acético al 5 % peso/ 
volumen, homogeneizado por 5 minutos a 250 rpm. a 4 °Co en 
un homogenizador mecánico Tri-R Instrumenta modelo K 45o 

El homogeneizado fue centrifugado por 1 O minutos a 
10,000 rpm. en una centrifuga Lourdes modelo AA-c. X el paque
te celular resuspendico en 1 ml. de NaOH 0.4 N. De aquí se ~ 
tomaron alÍcuotas para la determinación de proteína siguiendo 
el método de Lowry y col., (6:4) 

Usando Albúmina sérica bovina como estándar. 
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v Determinación de penicilina. 

La pe~cilina fUe determiriada por medio de un mé-
todo biolÓgico usando ~ Técnica de Difusión en Agar tenien
do a Sarcina ~ NRRL-B-1018.como microorganismo de prueba 
(15,36). 

La Técnica de DifUsión en Agar está basada en la me
dición relativa de la respuesta del microorganismo al antibiÓ
tico, comparada a la que presenta frente a un estándar. (36) 

La respuesta es observada como una zona clara de -
crecimiento nulo en el cual el diámetro de la zona de inhibí-
ción es proporcional al logaritmo de la concentración del an
tibiótico. (15,36) 

¡/'Preparación del microorganismo de prueba. 

Sarcina lutea NRRL-B-1018 es crecida en medio lÍqui
do de antibiosis Difco # 5 por 12 horas a 37 °C. Al término -
de este tiempo se ajusta la D.o. 540 del cultivo a 2. De esta 
suspensión se toman 0.5 ml. y se agregan a 15 ml. de medio -
de antibiosis Difco # 5 a 40 °C., se vierten sobre cajas de 
Petri, dejando solidificar el medio, teniendo listas las pla
cas se colocan discos de papel iVhatman de 6 mm. de diámetro -
tipo AA impregnados con 20~. de caldo de fermentación libre 
de células. Se dejan difundir las muestras por 1 hora a 4 °C. 
y se incuban por 12 horas a 37 °C., al término de este tiempo 
se miden las zonas claras de crecimiento nulo en un medidor -
de Halos Craft. Paralelamente bajo las mismas condiciones se 
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corre una curva estándar con concentraciones de penicilina 
conocida. 

Para la curva estándar se utilizó penicilina G en 
su sal potásica Comercial de los laboratorios Lakeside. 

Determinación de amonio. 

Se colectaron 10 ml. de medio de cultivo por fil-
tración a través de membranas Millipore tipo HA 0025 de 0.45 
.J)-IIl de diámetro de po.ro y el amonio determinado inmediatamen
te después de la adición de 0.1 ml. de NaOH 10 N. en un Elec
trodo Orion. con una membrana específica para amoni~ ." 

Determinación de las pozas de ácido glutámico, glu
tamina, ácido ..<.-aminoadÍpico il valina. 

Muestras del micelio fUeron separadas del medio de 
cultivo por filtración a través de memb~anas Millipore tipo -

HA 0025 de 0.4~m de diámetro de poro, lavadas con H2o bides
tilada y homogenizadas en un homogenizador mecánico Tris-R'
Instruments mod~lo K 25 en etanol 80.% volumen a volumen. El 
homogeneizado fue hervido por 10 minutos en Baño María y fil

trado a través de membranas Millipore tipo HA 0025 de·0.4~ 
de diámetro de poro. Los filtrados fueron liofilizados y pos
teriormente resuspendidos en H29 bidestilada. 

Los aminoácidos fueron separados usando un analiza~ 
dor de aminoácidos Aminco y cuantificados en un·Radio Fluoró
metro Aminco después de ser acoplados con ortoftald:ehido, usan_ 
do ácido cisteico y norleucina como estándar interno. 
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Determinación de cisteína ~ ácido cisteico. 

Las muestras fueron tratadas como anteriormente se 
describiÓ y antes de ser analizadas los liofilizados fueron 
oxidados de acuerdo a Stanford Moore. (79) La cisteína se de
terminó como ác~do cisteico y éste fue separado en un autoana
lizador de aminoácidos Aminco y cuantificado en un Radio Fluo
rómetro Aminco después de ser acoplado con ortoftaldehi~o, -
usando ácido cisteico como estándar interno. 

Determinación de la enzima glutamino sintetasa. 

1 

El micelio fue separado del cultivo por filtración 
a través de papel Whatman # 41, lavado con H2o bidestilada '=' 
posteriormente con acetona fría y finalmente secado por vacío. 

Todas las etapas subsecuentes fueron realizadas a 4 °C. 
El micelio una vez seco es fragmentado en un mortero 

con hielo seco y homogeneizado en un homogenizador mecánico -
Tris-R Instrumenta modelo K 25 en solución de extracción ( fos
fato de potasio 5 mM, sulfato de potasio 50 mM, la sal disódi
ca del ácido etilen diamino tetraacético 0.5 mM, a un pH de 

7.2. 
El homogeneizado fue centrifugado por 20 minutos a 

10,000 rpm. en una centrífuga Lourdes modelo AA-C y el sobre
nadante fue utilizado como fuente de enzima sin posterior pu
rificación. 

La actividad de la enz.ima flutamino sintetasa fue 
medida por su activídad de transferasa por el mét"odo descrito 
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por Ferguson y Sims.(35) 
La actividad especÍfica fUe calculada dividiendo -

las unidades totales del sobrenadante entre la proteína del 
mismo. 

La unidad de actividad fue expresada como la canti
dad de enzima re~uerida para convertir ~ol de sustrato en -
producto por minuto a 25 °C. 

? 



CAPITULO VIII •. 

RESULTADOS. 

Efecto de la concentración de iones amonio presentes 
en el medio de cultivo sobre la producción especÍfi
ca de penicilina por Penicillium chrysogenum NRRL-1951. 

Penicillium chrysogenum NRRL-1951 puede crecer y pro
ducir penicilina en un medio definido (I) en presencia de con
centraciones bajas de NH4Cl (8.5 mM) como Única fuente de ni
trógeno. Concentraciones crecientes de ~TH4Cl en el medio defi
nido (I) tienden a disminuir la producción especÍfica de peni

cilina hasta en un 67 % sin cambios significativos en el cre
cimiento del microorganismo como puede observarse en la gráfi

ca I. En ella encontramos una relación inversa entre la pro
ducción específica de penicilina y la concentración de iones ~ 

amonio (NH4Cl) presentes en ei medio de cultivo. 
Este efecto negativo de los iones amonio sobre la -

biosíntesís de penicilina· no es debido a un efecto colateral, 
como pod~Ía ser un cambio de pH en el curso de la fermentación 
ya que podemos observar en la gráfica I que no hay cambios sig

nificativos en el pH de la fermentación. 
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Gráfica I. Efecto de diferentes concentracj_ones de NH
4

Cl sobre 

el crecimiento máximo (o), pH final (A) y producción 
específica máxima de penicilina (o) de células cre
cidas durante 96 horas en medio m!fnimo (I-) • 
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Para entender mejor este fenómeno se decidiÓ estu
diar diversos parámetros biolÓgicos utilizando comparativa-
mente una concentración baja y una alta de NH4Cl (8.5 mM y -
85 mM) como única fuente de nitrógeno para el crecimiento del 
microorganismo y la producción de penicilina. 

Los resultados se muestran en la gráfica II en la -
que se puede •ohservar que NH4Cl 85 mM reduce en más de un 50 % 
la producción especÍfica de penicilina sin afectar significa
tivamente la cinética de crecimiento de Penicillium gráfica -
IIA. 

Este fenómeno negativo sobre la biosíntesis de peni
cilina tiene lugar a pesar de la presencia de nitrógeno dis
ponible en el medio de cultivo. Gráfica liB. 

Contrariamente cuando se utiliz_ó NH4Cl 8.5 mM para 
el crecimiento, se alcanzó la producción especÍfica máxima de 
penicilina a pesar de que prácticamente todo el nitrógeno 

del medio de cultivo se ha consumido. Gráficas IIA y liB. 
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Gráfica II.- Efecto de una-concentración baja (e) y al~a (o) 
de NH4Cl sobre la cinética de crecimiento y pro
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Ha sido reportado por diversos autores que en hon
gos el nitrógeno inorgánico es fijado principalmente como -
ácido glutámico y glutamina a través de la actividad de las 
enzimas glutámico deshidrogenasa y glÚtamino sintetasa. (12, 
13,16,19,22,35,41,50,86) 

Por lo cual se decidiÓ estudiar la evolución de las 
pozas intracelulares de estos aminoácidos en función del tiem
po de fermentación y su relación a crecimiento y producción -
de penicilina. 

Estos resultados son presentados en la gráfica IIIB 
donde podemos observar que la acumulación máxima de estos ami
noácidos es alcanzada en la fase preestac·ionaria de crecimien
to (36 horas) coincidiendo con el inicio de la síntesis de -
penicilina. Gráfica IIIA. 

En las gráficas IIIA y IIIB podemos observar que la 
mayor producción especÍfica de penicilina coincide con una -
acumulación elevada de glutamina cuando NH4Cl 8.5 mM es utili
zado para el crecimiento del microorganismo •. 

Por lo contrario NH4Cl 85 mM redujo la producción 
específica de penicilina en un 38 % y la acumulación intra
celular de glutamina en un 33 % a las 36 horas de iniciada la 
fermentación. (Gráficas IIIA y IIIB) Después de este tiempo 
la poza intracelular de glutamina tiende a ser consumida com
pletamente en función de la síntesis de penicilina cuando -
NH

4 
Cl 8. 5 :mM es utilizado como fuente· de nitrógeno. Gráfica 

IIIBo 
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Por otra parte la poza intracelular de ácido glutá
mico tiende a mantenerse baja en NH4Cl 8.5 mM. (Gráfica IIIC) 
Por el contrario, en NH4Cl 85 mM existe una poza intracelular 
de ácido glutámico de casi dos veces más en comparación a --
8a5 mM (gráfica IIIc)·>,sin embargo la producción específica 
de penicilina es un 50 % menor en comparación con 8.5 mM de 
NH4Cl. (Gráfica IIIA). 



24 48 72 96 

tiempo (hrs) 

Gráfica III.- Efecto de una concentración baja (•) y alta (o)· 
de NH4Cl sobre: crecimiento y producción especí
fica de penicilina (A). Poza de glutamina (B). 
Poza de ácido glutá.mico ( C), 
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Actividad de la enzima glutamino sintetasa. 

Dado que la síntesis de glutamina depende de la ac
tividad de la enzima glutamino sintetasa, se decidiÓ estudiar 

la actividad de esta enzima en función d~l tiempo de fermen
tación y su relación a crecimiento y producción de penicilina 
como un posible mecanismo para explicar los resultados hasta 

ahora obtenidos. 
Los resultados obtenidos se pueden observar en la 

gráfica IV en la cual se puede ver que en N?4Cl 85 mr~ la acti
vidad de la enzima oscila entre un 18 y 36 % en relación a -
la actividad de la glutamino sintetasa obtenida en NH4Cl 
8.5 mM entre las 36 y 60 horas de fermentación. 
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Gráfica IV.- Efecto de una concentración baja (e) y alta (o} 

de NH4Cl sobre ~a actividad .de la enzim~ gluta~ 
mino sintetasa.· · 
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Efecto de ácido glutámico y glutamina sobre la pro
ducción específica de penicilina en células en re
poso de Penicillium chrysogenum NRRL-1951. 

Para comprender mejor el papel del ácido glutámico 
y glutamdna sobre la síntesis de penicilina, se incÚbaron cé
lulas en reposo en presencia de ácido glutámico y glutamina 
y se determinó la producción específica de pénicilina. 

Los resultados son presentados en la gráfica V, en 
l.a cual puede verse que la producción específica de penicilina 
fue 4.06 y ~.5 veces mayor en presencia de glutamina en compa
racj.Ón ;~a-~ft;¡_C:l y ácido glutámico. Mientras que la producción 
específica de penicilina fue 2.73 veces mayor en ácido glutá
mico en relación a NH4Cl. 
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SUPLEMENTOS (0.5 mM) 

glutdmico glutamina 

36 horas de produccio'n én sistema 
de células en reposo 

Gráfica V.- Producción específica de penicilina en células en 
reposo alimentadas con NH4 Cl, ácido gluté.lilico y -

glutamina 0.5 mM como única fuente de nitrógenoo 



CAPITULO IX. 

DISCUSION DE RESULTADOS. 

Los resultados del presente trabajo demuentran que 
la capacidad de Penicillium ch!Ysogenum NRRL-1951 para produ
cir penicilina es fuertemente disminuída cuando se crece al 
hongo en un exceso de iones amonio, sin afectar significati
vamente el crecimiento ni el pH de la fermentación, como se 
muestra en la gráfica I. Estos resultados nos dicen que el -
efecto negativo ejercido por los iones amonio sobre la sínte
sis de penicilina es debido a un evento regulatorio más que a 
un efecto colateral producido en el curso de la fermentación. 

El exceso de ione.s amonio presentes en el medio de 
cultivo trae como consecÚencia una dis.Idnución en la actividad 
d~~la· éúzima ·glutailiinó siritetasa, como. se mue~tra en la gráfi

ca IV, lo cual no es extraño ya que se ha reportado en diver-· 
sos modelos biolÓgicos este comportamiento. (12,16,19,41,50, 
86). 

Esta baja en la actividad enzimática, se traduce en 
una disminución de la poza ~ntragel:u:J,ar de glutam.i.Jl.a,. y en un 
~~~ni;~;~e.n~la.poza de i~:Í.qo gl-utámicq en compa;~,ción a células 
crecidas en concentraciones bajas de iones amonio~ {Gráficas 
IIB y IIC). En las cuales también se observa que la síntesis 
de penicilina está en fUnción de la desaparición de glutamina 
(Gráficas IIA y IIB). 

La utilización preferente de glutamina en la sínte
sis de penicilina como se observa en la gráfica V, junto con 
los demás resultados, nos plantea la formulación de un nuevo 
mecanismo para la formación de precuersores de penicilina (áci_ 
doo(-aminoadípico, L-cisteína y L-valina) en el cual la glu-
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tamina más que el ácido glutámico, contribuiría con su grupo 
amino para la transaminación respecti:;;: c;n los~-cetoácidos, 

.. o<..-aminoadípato, glioxalato y o(-cetoisovalerato. 
Recientemente Mora y colaboradores a través de una 

serie de trabajos en el hongo Neurospora crassa, han propor
cionado evidencia genética y regulatoria que sugiere que duran~ 
te la fase estacionaria de crecimiento de este hongo la glu
tamina actúa como donadora de los grupos amino para la sínte-

'·s.is de aminoácidos, ª' través de la ¡;¡.ctividad de la en~ima glu
tamino transaminasa (42), enzima que ha sido descrita y carac
terizada por Meister y colaboradores en diversos sistemas bio
lÓgicos. ( 12, 13) 

La participación de la enzima glutamino transamina
sa en la.biosíntesis de penicilina traería como resultado la 
síntesis de los precursores c<-aminoadípico, L-cisteína y L-va~ 

lina. Si ello es cierto, es predecible que la concentración -
intracelular de estos aminoácidos se incremente en la fase -
estacionaria. Dicha predicción puede ser observada en la Ta
bla 4, donde se pueden ver incrementos de 6.5, 9.5 y 9.6 ve
ces en las pozas intracelulares de~-aminoadÍpico, ~-cisteína 
y L-valina en la fase estacionaria de crecimiento de Penici~ 
llium chrysogenum ÑRRL-1951. 



-48-

Tabla 4-• 

. Concentración intracelular de los aminoácidos precursores de penicilina. 

Aminoácido Fase de crecimiento exponencial Fase de crecimiento estacionario 
.. ~ 

nmolas (mg de proteína)-' nmolas (mg de proteína)-1 

L- .,;.-a.minoadÍpico 3.5 23 

L-cisteína 20 170 

L-valina 1.5 14.5 

1} Las células fueron cosechadas a las 18 horas de crecimiento • 
2) Las células fueron cosechadas a las 36 horas de crecimiento. 



CAPITULO X. 

~1(~cONCLUSIOrrns. 

De los resultados obtenidos y de la discusión de es
te trabajo podemos concluir lo siguiente. 

1.- La síntesis de penicilina en Penicillium chryso
genum NRRL-1951 es regulada por la concentí•ación de iones amo-
nio presentes en el medio de cultivo, encontrándose una-,:pel.-a-___,_f.~ •;YJCt 

. qvc f)O é"XU /'· 
o-:tón __ ;j;;rty~ .entre la capacidad de síntesis de penicilina y la 
-{.Cio.C\011 <'ll'· '· ~·" 
concentración de iones amonio presentes en el medio de cultivo. 

2.- El efecto de la concentración de iones amonio -
sobre la síntesis de _penicilina no es debida a cambios en los 
parámetros de fermentación, tales como pH, sino a un evento -

, regulatorio ejercido por los iones amonio. 
'.. 

003.- El nivel regulatorio ejercido por los iones amo
nio sobre la síntesis de penicilina queda aún por ser aclarado. 

Í 4.- Los resultados obtenidos sugieren que la concen-
.·.' tración de iones amonio podría estar limitando la síntesis de 
i 

\ precursores de penicilina al regular la actividad de la enzima 
glutamino sintetasa1 lo cual trae como consecuencia la limita
ción d.e glutamina disponible para la formación de los precurso-,., ' \ ' 

res~Esto sería cierto si operara el ciclo de glutamina propues_ 
to por Mora y colaboradores para el hongo Neurospora crassa en 
el hongo Penicillium chrysogenum. Figura 5. 

5.- Experimentos futuros deben de estar encaminados 

a dilucidar el papel de la enzima glutamino transaminasa en.
Penicillium chrysogenum. 
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Figura 5. Metabolismo de glutamina en Neurospora crassa. 
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