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INTRODUCCION 

Muchos microorganismos, en particular las bacterias, pueden ad 

quirir nuevas capacidades metabólicas, incluyendo el crecimien 

to en sustratos anteriormente rio utilizados por la cepa paren-

tal, como resultado de una o varias mutaciones que conducen ha 

cia la biosíntesis de enzimas o sistemas de transporte que ac-

túan sobre el compuesto. En algunos casos, la adquisición me-

tabólica puede consistir en la inactivación de una proteína re 

presora como consecuencia de mutaciones en los genes regulado- 

res, dando luga.r a la pérdida del control del sistema y a la -

sintesis constitutiva de una enzima o a un cambio en la especi 

ficidad de la inducción, así que la presencia de un nuevo sus-

trato pueda inducir la síntesis de una enzima que actúe sobre 

él. 	(Riley y Anilionis, 18). 

En la revisión sobre "La evolución de enzimas para la utiliza-

ción de nuevos sustratos" Clarke (2) , aparece un resumen de -

las principales condiciones que deben ser cumplidas para que - 

un compuesto sea utilizado por la célula: en primer término, 

la existencia de los sistemas de permeación que hagan posible 

su entrada a la célula; en segundo, la existencia de enzimas 

que lo conviertan a intermediarios met.ib67 :i.cos aprovechables y 

que actúen a la velocidid suficiente para que ei compuesto sea 



2 

utilizado en forma efectiva y, en tercer término, que las enzi-

mas sean inducibles por el compuesto. 

El estudio bioquímico de la utilización de los aminoácidos as-

partato y glutamato como única fuente de carbono por un micro-

organismo es de especial interés, ya que nos permite seguir - 

las diferentes vías degradativas de éstos y sobre todo su inter 

vención en el ciclo de los ácidos tricarboxilicos. El ciclo -

de Krebs, en conjunto con reacciones secundarias, juega un pa- 

pel destacado en la síntesis de constituyentes celulares a par 

tir de compuestos simples. Aspartato y glutanato son precur-

sores de otros amino ácidos, así como de purinas y pirimidinas 

entre otros. En microorganismos que pueden utilizar acetato - 

como única fuente de carbono, el ciclo de gloxilato.es un es 

labón esencial en la síntesis de constituyentes celulares. Te 

do lo anterior nos da una idea ce la importancia que en el me-
tabolismo celular tienen estós aminoácidos. 

En el caso particular de Salmonella typhimurum LT-2, por estu 

dios hechos anteriormente por Glitnick, Calvo, Klopotowski y - 

Ames (4) , se encontró que los aminoácidos L-aspartato y L-gl.u-

tamato no eran utilizados como únicas fuentes de carbono y - 

energía, poro si como únicas fuentes de nitr6ç,eno. 	Para eltie - 

Salmonc11a. t.ypIlllnll] 7.l,llil LT-2 llt" LI izara estos a n.inc)zic.i dos como - 



fuentes de carbono es necesario de tina o más mutaciones. Si-

milarmente, la cepa nativa de Escherichia culi, no utiliza - 

L-glutamato como única fuente de carbono y energía, pero 	se 

aislaron mutantes capaces de hacerlo y se mostraron evidencias 

de que las mutaciones involucraban cambios en los sistemas de 

permeación (Halpern y Umbarger, (7) ; IIalpern y Lupo, (6) , y 

que el sistema de permeación de glutamato en  E. coli es de-

hado a un transporte activo cuya formación es aumentada duran 

te su crecimiento en gl.utamato (Halpern y Lvcn-Shoshan,1967, Sj. 

Se ha definido a un sistema de permeación o de transporte, co-

mo a un sistema formado de proteínas que efectúa la transfe-

rencia de un sustrato a través de la membrana celular. Es es 

pecífico hacia su sustrato y posee una actividad cinética se-

mejante a un sistema enzim tico. Su formación es inducida -

por la presencia del sustrato (o de inductores estructuralmen 

te 	 ) para s análogo 	y se requiere de energía 	 esta actividad - análogos) 

(Rickenbcrg, Choen y Manad, 1 7) . 

En la pasada década se realizaron múltiples estudios acerca 

de los mecanismos de transporte de substratos en bacterias - 

,ram negativas, sá.n, embargo, no se sabe mucho acerca c}e los 

mecanismos moleculares por los ciiales c:1 substrato es trans-

portado a través de las cu.zbiertais celt.nlares. Se 11,in };ropues 



to dos clases principales de mecanismos moleculares para el - 

proceso de transporte, el Modelo de Transportador Móvil y e). 

Modelo del Canal Transportador. En el primero, el substrato 

se une a un sitio específico de la proteína transportadora y 

es transferi.do a través de la membrana por 1.a oscilación del 

transportador. En el Modelo del Canal Transportador, se ha 

postulado que el substrato es trasladado a través de la mem-

brana vía canales de transporte formados, probablemente, por 

subunidades oligoméricas de los componentes de transporte. 

De las investigaciones realizadas de las propiedades cinéti-

cas y energéticas de diferentes sistemas de transporte, no 

se ha podido distinguir por cuál de los mecanismos descritos 

se lleva acabo el transporte, esto es debido a que la estruc 

tuca y composición de la cubierta celular es muy compleja, y 

a que la naturaleza de la asociación de las proteínas de 

transporte con diferentes componentes de la cubierta bacte-

riana no se ha caracterizado completamente (Theodore, C.Y. 

20) . 

Marcus y I-íalpe-rn (13), reportaron las características genéti 

cas del sistema de permcación para glutamato en E. cola, el 

cual consiste al menos de tres elementos: cl gene estructu-

ral gitS, que determinan la síntesis de la permeasa, el gene 
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regulador gltR y el operador 	 l tC . El gene gltR codifica 

la formación de una proteína que reprime la síntesis. de la 

permeasa en la cepa nativa. El locus gltR no está cercano 

al gene estructural, se encuentra hacia el minuto 81 en el - 

cromosoma de E. coli, mientras que  gltS  y  gltC se en-

cuentran en el minuto 91 , cercano al gene pyrE. . Mutaciones 

en el operador producen una derrepresián de la síntesis de la 

permeasa. y entonces la célula es capaz de captar el glutamato 

a una velocidad suficiente para su utilización, o bien pueden 

ocurrir mutaciones en el gene regulador, lo cual causará la 

producción de una molécula del represor modificada, de tal. -

manera que no pueda unirse al operador y así dar lugar a la 

síntesis constitutiva de la permeasa. (Fig. 1). 

Un sistema semejante al formado por gltR, C y S •fue en 

contrado en Salmonella typI111Tmurium LT-2 y además un nue o 

sitio genético, gltF que codifica para un sistema de trans-

porte activo específico para glutamato e independiente del - 

sistema  gltR,  C y S, localizado aproximadamente en el mi- 

nuto  0 del cromosoma bacteriano, entre los genes 	y thr 

(Alvarez de la Cuadra, 1) 

En E. col.l 	se han descrito cinco 	sistel'.las para 	el 	t7rflsn `or -  

te de glutamato y aspartato (Sc)lellenbert; )' 	Iurlong,  

y soI1 : 
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Fig. 1 	Fracción del mapa cromosómico de -
Sa1-nionel.la t  f:';innurium LT-2 donde 
aparecen lOS sitios genéticos co-
rrespondientes al sistema (lo trans 
porte y util i:aclón de ; .utama to 

Sandersoii y ¡Jartman (1 9) . 



1. Un sistema específico para L-aspartato 

2. Un sistema común para L-aspartato y L-glutamato inhi 

bible por beta-hidroxiaspartato 

3. Un sistema especifico para L-glutamato, dependiente- 

mente del Sodio e inhibible por ac- metil glutama.to 

4. Un sistema para glutamato y aspartato dependiente"- 

de una proteína de unión 

5. Un sistema dct común a a.cidos dicarboxílicos de -

cuatro carbonos (Kay, 1971, 10) especifico para D 

y L-aspartato, fumarato, D y L-malato y succinato, 

con una inhibición débil por parte de oxaloacetato. 

(Fig. 2) 

En S. typlhimurium LT-2, Parada y Ortega. (15) , 	describieron 

las características bioquímicas y genéticas del sistema de - 

transporte de los a.cidos succínico, fumárico y i 5lico donde 

no se encuentra una inhibicl6n por. aspartato, mientras que - 	i  

la causada por oxaloacetato fue muy fuerte. Pese a estas c}i 

fereiic:iias con el sistema equivalente de E. 	col L, la 	locali 

zacióni 	del locos genético dct: 	fue en 	tina región homóloga 	- 

al de 	E. co]. i . 

7 



2. glutamato 	3. glutcmato 	4. glutamato 
aspartato 
inhibido por 	 aspartato 

beta-hidroxi  
asoartato 

roteina.de unión 
c i.omato-aspartato .. 

f.. , 

membrana plasmática---- 
espacio periplásmico  

-----ap a r e d celular— 

.1.  aspartato 	.5. succinato 
fumarato 
mal cito 
aspartato 

Figura 2. Sistemus para el transporte ds glutcmato y ospartato en F. coli. 

(Schellenberg y Furiong, 1977). 

co 
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Tanto para  E. coli  (Marcus y Halpern, 12), como para S. -

Typlhir,muri_um  (Ortega y Aguilar, _14) , las vías metabólicas pa 

ra la utilización de glutamato son similares. Además de un 

sistema de transporte que permita la entrada de glutamato a 

la célula, es necesario de la acción de dos enzimas, la tran-

saminasa glutümico-oxaleoacético (TGO) y de las aspartasa -

(Aspartato amonio-liasa (E .C. 4,3,1 ,1) . La transaminasa glu 

támico-oxaloacético es constitutiva, a partir de glutamat.o y 

oxaloacetat.o forma alfa-cetog"lutarato y aspartato, éste es 

entonces deaminado para producir fumarato por la acción de - 

la aspartasa. La aspartasa es una enzima inducible y mues-

tra dos actividades, la primera aparece cuando las células -

son crecidas en hidrolizado ácido de caseína como fuente de 

carbono,. tiene un pH óptimo de actividad de 7. 2, la segun- 

.da, cuando es inducida en presencia de glutamato y tiene un 

pH óptimo de actividad de 6.4 (Alvarez de la Cuadra, 1). 

(Fig. 3) 

Teniendo como antecedente que la cepa nativa de  Salmonella 

typhhiiiix.lri_tum LT-2  no utiliza L-aspartato y L-glutamato co 

mo únicas fuentes de carbono y energía, en este trabajo se - 

presentan los estudios real izados sobre el efecto que extrac - 

to de levadura causa en la utilización (le estos ainino;ícidos 



Glutamato 	
FEPUMEASA 	

Glutamato 
externo 	inter  

Oxaloacetato — 4-- Fumarato 

TRANSAMINASA 
GLUTAMICO-OXALOACETICO 

A.if a-cetogiutarato 	 ASPARTASA 
Aspartato 	„v NH3  

Fig. 3 utilización de L-glutamato por Sa?monclla tyohimuriu y E. col¡ 
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como fuente de carbono. En sedundo término se presentan los 

métodos de fraccionamiento de extracto de levadura con el -

fin de caracterizar el o los componentes que hacen posible 

dicha utilización, así como los estudios sobre los sustratos 

3T condiciones de crecimiento a través de los cuales L-aspar-

tato y L-glutamato pueden ser utilizados por la cepa paran-

tal sin requerir de un tratamiento mutagénico previo. 



IMI_;TERIALES Y METODOS 

Cena bacteriana 

La cepa usada durante este trabajo es  Salmonella thplliinuritum 

LT-2,  proveniente del laboratorio del finado Dr. M. Demerec. 

Reactivos 

Los aminoácidos, vitaminas, bases púnicas y pirimidicas, ci-

trato, succinato, acetato y glicerol fueron adquiridos de la 

casa Sigma, Chemical Co.; hidrolizado ácido de caseína, hi-

drolizado enzimático de caseína y extracto-de levadura de -

Di_fco Laboratories; resinas de intercambio i_ónico Dowex - 

1-X-8 y .Dowex 5O-AG-W son de Bio Rad Laboratorios; carbón 

activado de L. Merck. 

12 



Medios de cultivo 

Como medio base de sales minerales se utilizó el de Davis y 

Mingioli (1950) sin citrato 

Para. un litro de medio:  

Fosfato monobásico cle potasio 3.0 	g 

Fostato dibásico de potasio 7.0 	g 

Sulfato de amonio 1.0 	g 

Sulfato de magnesio 0 . 1 	g 

Agua destilada para aforar a un. litro 

Para preparar medios enriquecidos (NCX): 

Hidrolizado enzimático de caseína 

(NZcase) 	 2.0 g 

Hidrolizado ácido de caseína (ca.sa - 

minoácidos libre de vitaminas) 	2.0 g 

Extracto de levadura 	2.0 g 

Medio Davis 10 x 	100 	ml 

Agua clesti.lada para aforar un litro 

de medio 

13 
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Las fuentes de carbono fueron utilizadas en una concentración 

de 0.4% p/v, a menos de que se especifique otra concentración. 

Para medios sólidos se agregó agar al medio l.icíuid.o, a una con 

centración de 1.5%  p/v. 

Experimentos do crecimiento 

Los experimentos para determinar la cinética de crecimiento - 

de las cepas probadas se realizaron a partir de células creci-

das durante la noche aerobicamente a 37° C en medio líquido -

minimo con glicerol como fuente de carbono. Las células fue-

ron colectadas por centrifugación, posteriormente, fueron la-

vadas dos veces con solución salina estéril (NaCl, o.85% p/v) 

y se resuspendieron en un pequeño volumen de la misma solución. 

0.25 ml de esta solución se usó para inocular 50 ml de medio 

de cultivo correspondiente contenido en matraces nefelontétri.- 

cos Bel.lco de 300 mi, de tal manera que la a*bsorbancia inicial 

leida a 660 nm sea de de 0.060 a 0.080 nin en un espectrofotó 

metro Coleman Junior. Los matraces fueron incubados a .37° C 

en un agitador rotatorio orbital New Brunswick a 120 r.p.m., 

haciendo lecturas de crecimiento bacteriano cada hora. 

Preparación de hidrolizados 	en 	extracto 	ele leva dura 

La hidrólisis ácida 	fue obtenida a partir de 	urna 	soiuclón 	a1. 

0.1% p/v de ex tracto de levadura, trat,ínc]c,,,e con cícicdo sl.ul íd- 
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rico concentrado y posteriormente pasado a una ampolleta de vi-

drio. Se mantuvo en autoclave por espacio de tres horas a 20 

lb de presión. Una vez pasado el tiempo, se neutralizó con - 

una solución saturada de hidróxido de bario y el precipitado 

formado fue separado por filtración. El filtrato se ajustó a 

pII de 7.0. En el caso de hidrólisis alcalina, la solución -

inicial de extracto de levadura al. 0.1% p/v fue tratada con - 

una solución saturada de hidróxido de bario bajo las mimas -

condiciones de presión y tiempo que en el caso anterior, neu-

tralizando con ácido sulfúrico concentrado, filtrando el. pre-

cipitado y ajustándolo a el p11 final de 7.0. 

Tratamiento de extracto de levadura con carbón activado 

Una solución de extracto de levadura al 0.1% p/v fue tratada 

con 25 g de carbón activado en agitación suave durante dos -

horas. Pasado este tiempo, fueron separados por filtración, 

tomando al filtrado como la fracción primera. Al carbón acti 

vado anterior fue agregado un pequeño volumen de agua desti-

lada y llevado a un pll (le 4 .0 con ácido clorh idrico diluido, 

manteniéndose en agitación suave durante dos lloras. Pasado 

este tiempo, fueron separados nuevamente por filtrnnción. Al. 

carbón activado resol tanto fue agregado hi dróx:ido (le sodio - 
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hasta llevar a un pH-I de 12.0 siguiendo el procedimiento ante-

rior. Los filtrados obtenidos por el tratamiento a pI-1 de 4 y 

de 12 fueron mezclados y se ajustó el pl-I. a 7.0, ésta fue la - 

fracción segunda. 

Tratamiento de extracto de levadura con resinas de intercam-

bio fónico 

Se usaron dos resinas, un.a aniónica, Dowex 1-X-8 y otra carió 

pica, Dowex 50-AGWU-X-8. En el tratamiento con la resina anió 
rica, se partió de una solución de extracto de levadura al -

0.1 p/v a un pH-1 de 12, mantenióndose en agitación lenta du-
rante dos horas. Una vez pasado este tiempo, la resina fue -
separada por filtración y el filtrado neutralizado con ácido 
clorhídrico diluido a p11 de 7.0. Fn el caso del empleo. de la 

resina catiónica, la solución de extracto de levadura a1. 0.10 

p/v fue llevada a p1-I de 4.0 y mantenida en agitación lenta - 

por dos horas. La resina fue separada por filtración y el - 

filtrado se neutralizó con hidróxido de potasio diluido. 



RESULTADOS 

Crecimiento de la cepa parental de Salnonella tvnhi nurium LT-2 

en L-as artato, L-glutamato y D-aspartato en presencia de ex-

tracto de levadura 

Un inóculo de Salmonella thphimurium LT-2 crecido durante la 

noche en un medio mínimo con glicerol como fuente de carbono, 

fue transferido a medios conteniendo los aminoácidos L-gluta-

mato, L-aspa.rtato y D-aspartato como únicas fuentes de carbo-

no y energía. No hubo crecimiento en un periodo de ocho a - 

diez horas a 30° C con agitación 	En cambio, cuando al medio 

de cultivo se agrega extracto de levadura, si hay utilización 

de estos aminoácidos como fuentes de carbono. Cuando el ex-

tracto de levadura se usa como única fuente de carbono, el - 

cultivo alcanza un crecimiento regular y el extracto de leva-

dura es agotado hacia la cuarta hora del experimento (rig. 4) 

Variando la concentración de extracto de levadura de 0.05 a 

0.1% p/v en medios mínimos con alguno de los anlinodcidos en 

estudio, observamos siempre la utilización de éstos como fucn 

te de carbono, siendo proporcional a la concentración de ex-

tracto de levadura presente en el medio. Corlo podemos obser 

var en las finura:; 4 y 5, L-asl,;artato y L-glut.nlato son utilizados; 

con mayor rapidez en el. 1)-aspartato, s1.c..=10 notrihl.e el clllll - 

17 
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Fig. 4 Lecturas de crecí viento de Sa1.monella typhirurium 
LT-2 a 37° C en agitación, realizaos cada hora - 
en un espectrofotómetro Coleman a 660 nm de a.:sor 
bancia, a partir de in6culos crecidos en glicerol 
y transferidos a: 

L-aspartato 0.4 
L-glutamato 0.4% Ct. 
D-asparte+ to 0.4% «) 

Extracto de levadura 0.1 1, + L-así:artai_o 0 .4% 
Extracto de levadura 0. 1 2 f L- : intaniato 0.4% ?; 
Extracto de levad+ :-a 0.1 	1)- ;st=amr_:to O. 4_ 
Ex'_racL_o de lcevaidurr_, 0.1 2 
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Fig. 5 Cinética de crecimiento de Salmorne lla typhiimurium 
LT-2 en diferentes concentraciones de extracto de 
levadura realizados a partir de .in6culos crecidos 
en glicerol 

Extracto de levadura 0.05`.. 	Q 
Extracto de, levadura 0.075 % [ 
Extractos can_ levadura 0.1 

L-asIDa::t .to 0.4% ± Extracto de levadura 0.05 
1,-a;i7d2 	`o 0.4% ± Extracto de levadura  0. Ç)75' ".  r¥ 
li:a,c,i t_ tc> 0.4 , 1 Extracto t:._ levadura 0. 1 „ 	¥ 
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bi.o en la pendiente de la curva una vez que se utiliza el -

extracto de levadura. Obviamente algún componente (le el ex -

tracto de levadura ha provocado que la utilización de L-aspar 

tado, L-glutamato y D-aspartato sea posible. 

El extracto de levadura esta formado principalmente de vita-

minas, bases tanto púricas como pirimídicas y además contie-

ne otros compuestos orgánicos en menor cantidad, tales como 
ácidos grasos, intermediarios del ciclo de Krebs y otras 	-

vias metabólicas. Para tratar de determinar cuál de sus com 

pomentes es responsable del efecto causado en la utilización 
de los aminoácidos por la cepa parental, fueron realizados -

experimentos de crecimiento en algunos de estos compuestos. 

Añadiendo bases como adenina, guanina, citosina, timina y -

uracilo, -aproximadamente cinco microgramos por mililitro de 

medio-, y vitaminas como nicotinamida, rivoflavina, ácido fó 

lico, piridoxamina, vitamina B12, ácido para amino benzoico, 

biotina, pantotenato y tiamina, -2.5 microgramos por milili-

tro de medio-, y medios mínimos con L-gl.utamato, L-aspartato 

o D-aspartato, no se observó crecimiento alguno. Cuando fue 

usada una mezcla. de 19 aminoácidos a una concentración de 20 

microgramos por mililitro de medio, junto con los tres ami-

noácidos en estudio, como :Cliente de carbono, se observó un 
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efecto similar al causado por extracto de levadura, mientras 

no se agotaran los aminoácidos de la mezcla. (Fig. 6). 

Cuando fueron realizadas cinéticas de crecimiento de amino-

ácidos agrupados por su estructura, no se observó un creci - 

miento importante en los grupos 2 (aspartato, treonina, iso-

leucina, valina y asparragina) y el 4 (glutamato, argínina, 

prolina, glutamina), cuando se les agregó L-aspartato, sí hubo 

utilización de c:ste, aunque no en una forma completa. Los -

grupos 1 (alanina, serina, histidina y glicina.) y 5 (tirosína, 

triptofano y fenilalanina) como únicas fuentes 	carbono no 

mostraron crecimiento, mientras que mezclados con L-asparta-

to sí se dio utilización de éste, aunque en forma regular pa-

ra el grupo 1 y para el grupo 5 no fue significativa. En el 

caso del grapo 3 (metionina, 1. is:ina y leucina) , tanto como -

con L-aspartato, no hubo crecimiento. (Fig.7). 

Con el fin de obtener alguna fracción de extracto de levadu-

ra responsable de la utilización de los aminoácidos, éste - 

fue tratado por diferentes m&todos: 

a) I-Iidról.isis ácida y alcalina de extracto de levadu- 

ra. 	El hidrolizado alcalino do extracto de 1c1- d _t 

ro con I.-aspartalo y L -glutamato como fuentes de - 

carbono muestra un efecto similar a1. dci extract: 



0.6 

a 

o 

o 

a 

z 
o 

0.4 

0.2 

24 6 8 

TIEMPO EN HORAS 

Fig. 6 Cinética de crecimiento de Salmonclla tvphi.muri.um  
LT-2 en aminoácidos, bases púr.i.cas y pirimídi.cas 
y aminoácidos usando in6culos crecidos en glice- 
rol 
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Fig. 7 Cinética de crecimiento de Salmonella t;-phimurium LT-2 
en grupos de aminoácidos 

Grupo 1 	- Alamina, seria, hi.stidina y glicina 

Grupo 2 	- Aspartato, treonina, isoleucina, valina y 
asparragi.na 

Grupo 3 	- ?íetio:dna, lís.ina, l.eucina 

Grupo 4 	- Glutamato, argi.nina, prol ina y glutamina 

Grupo 5 	- Tirosina, tri ,. fnna y fenilalanina 
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de levadura sin hidrolizar. Un efecto menor se ob-

serva cuando se utiliza hidrólisis ícida de extrac-

to de levadura como adición a los medios con los di 

ferentes aminoácidos. 	(Fig. S). 

El tratamiento con carbón activado fue realizado - 

con el fin de separar compuestos aromáticos o hete-_ 

rociclicos presentes en el extracto de levadura, - 

de otros componentes. Cuando el extracto de levado 

ra fue tratado a pH de 7 por espacio de dos horas, 

se obtuvo la fracción primera-, es decir, la frac 

ción que no es adsorbida por el carbón activado. - 

Al adicionar esta fracción a medios con L-glutamato, 

L o D-aspartato, como fuentes de carbono, no se ob-

tuvo un crecimiento importante. En cl caso de la 

fracción segunda, la fracción de extracto de 1 eva du 

ra adsorbida por el carbón activado, no se obtuvo 

un efecto de utilización importante de los aminoáci 

dos al agregarse a los medios clue los contenían. 	- 

Pero cuando juntamos las dos fracciones, conjunto - 

que implica algo similar al extracto de levadura - 

sin tratar, tenemos corro resol taco un efecto igual 

a1- que so Obt- I ene usando extracto de levadura con 

L-aisppartato y  I f;7_uta 3t:o. Sin e:;,bu go, no bu1-,o - 
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Fig. 9 Cinética de crecimiento de Salmonella typhimurium LT-2 en extracto de -
levadura tratado con carbón activado 



utilización de D-aspartato. (Fig. 9) 

c) Para determinar si el elemento causante de la utili 

zación de L-aspartato y L-glutamato como fuente de 

carbono puede ser separado a través de resinas de -

intercambio fónico, el hidrolizado alcalino de ex-

tracto de levadura así como el extracto de levadu-

ra sin hidrolizar, fueron tratados con la resina - 

aniónica Dovex 1 -X-8 y con la resina catiónica Doil.ex 

50. Una vez tratados, fueron probados en experi -

montos de crecimiento y resultó que para ambos cl -

tratamiento con resina aniónica Doi¥ex 1 , no tuvo -

efecto, puesto que en las gráficas d.e crecimiento 

(Fig.10), observamos resultados similares tanto pa-

ra el extracto de levadura hidrolizado como para el 

extracto de levadura sin hidrolizar. Lo mismo ocu-

rrió al añadir L-glutamato, L-aspartato o D-asparta 

to como fuentes de carbono a dicho medio. • En el -

caso del tratamiento con la resina catiónica Dowex 

50, se observa que no hay utilización completa de 

L-aspartato para la cepa parental., ya que el crecí 

miento con resina cati.óni.ca  alcanza 0.3 nm de den- 

sidad. óptica. 	(Fig. 1 0) . 
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Fig. 10 Cinética de crecimiento de Salone].la Typimt:rim 
LT-2 en extracto de levadura tratado con resinas 
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Crecimiento de l a cepa parenta1. del Salm::onel la typhimurium - 

LT-2 en succinato, citrato, acetato y propionato 

De las figuras 11 y 12, podemos observar que la utilización - 

de succinato, citrato, acetato y propionato por células crecí 

das en medio mínimo-glicerol es lenta en comparación a la grá 

fica de crecimiento en glucosa (Fig. 4) . Cuando agregamos D-

aspaTtato a una concentración de 0.4% p/v a cualquiera de los 

medios de cultivo, el crecimiento es casi el mismo. En cam-

bio, hay utilización de L-aspartato y L-glutamato como fuente 

de carbono cuando estos aminoácidos se agregan a los medios - 

anteriores. 

En medios mínimos de Davis sin, amonio con diferentes fuentes 

de carbono como glucosa, glicerol, succinato, acetato y ci-

trato al 0.1% p/v, fue adicionada L-aspartato al 0.4%  p/v. - 

En las figuras 13 y 14 observamos que el L-aspartato es uti-

lizado como fuente de nitrógeno cuando glucosa, glicerol y 

citrato son las fuentes de carbono. Sin embargo, el crecí - 

miento es más lento en comparación a medios donde se ha agre 

gado sulfato de amonio como fuente de nitrógeo. En mezclas 

de acetato con L-aspartato, la cinética de crecimiento es si 

inilar a la correspondiente en medio de Davis normal. En mez 

cías de succinato y L-aspartato, la velocidad de crecimie.to 

es aún mayor. 
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ica de crecimiento de Salmonella 
nurium LT-2 en succinato y citrato 
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Fig. 12 Cinética de crecimiento de Salonella ThphiriurJum 
LT-2 en propivriatu y acetato 
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Lo anterior nos demuestra que el L-aspartato presente en el - 

medio es utilizado por la célula tanto como una fuente de car 

bono como fuente de nitrógeno. 

Crecimiento de Salmonella. th»himurium LT-2 en diferentes con-

centraciones de succinato. en i)resencia de concentraciones - 

constantes de L-aspartato 	 - 

Para observar si la variación de la concentración de succ3na-

to en el medio producía el mismo efecto de utilización de L-

aspartato en particular, fueron realizadas cinéticas de cre-

cimiento con mezclas de succinato de 0.1 a 0.05 p/v y L-as-

partato al 0.40 p/v. Al igual que en el caso de extracto de 

levadura, la utilización de L-aspartato fue proporcional a la 

cantidad de succinato en el medio. (Fig. 15). 

Comportamiento de células crecidas en succi.nato tiJ?asados a 

medios mínimos con 	L-alutamato. 	L-asnartato N D-aspa a - 

to como únicas fuentes de carbono 

Células crecidas en medio mínimo-succinato durante la noc 

fueron transferidas a nuevos medios de succinato, sigu i.er;: 
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el crecimiento de lecturas a intervalos de una hoya. En la - 

fase logaritmica fue separada una porción del cultivo, el res 

to del medio siguió en incubación hasta llegar a la fase es-

tacionaria. Las células de ambos cultivos fueron cosechadas 

por centrifugación e inoculadas en los medios siguientes: 

1. Succinato 0.05%  

2. Succinato 0.05% con L-aspartato, D-aspartato e, - 
L-glutamato 	0.4% 

3. L-aspartato, D-aspartato o L-glutamato 0.4% 

El crecimiento en succinato fue regular y el sustrato fue ago 

tado rápidamente, aproximadamente en dos horas, lo cual co-

rresponde a la baja concentración de succinato presente en el 

medio. La mezcla de succinato y L-aspartato tuvo un crecí. - 

miento bastante notable, tanto •en velocidad como en cantidad, 

como había ocurrido en experimentos anteriores. 

Con D-aspartato y succinato casi no hubo variación con irespec 

to a succinato soló y en L-glutamato y succinato, el crecí - 

miento es poco. Así podemos decir que se tiene utilización - 

de L-aspartato como única fuente de carbono 	cuando la 	cepa 	pa_ 

rental 	de Salmone.l ].,i_ typhimurium LT-2 es 	cultivarla nrev i amen- 
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Fig. 16 Cinética de crecimiento de Salmonel_ia typhimuriun 
LT-2 partiendo de in6culos crecidos en succinato 

Succinato 0.05% 0 
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te en succinato; en el caso de L -glutamato, el resultado no 

es tan marcado y con D-aspartato no hay utilización. (Fig.16). 

DISCUSION 

Como probaron Gutnick, Calvo, Klopotowsky y Ames (4) en Salmo-

pella typhimuriu:n LT-2, L-aspartato y L-glutamato no son usa-

dos cono únicas fuentes de carbono y energía, pero sí como -

úni.cas fuentes de nitrógeno, debido a que la formación del -

sisten:a de permeación o de transporte se encuentra reprimido 

y, por tanto, los aminoácidos no pueden entrar a la célula a 

una velocidad suficiente para cubrir todos sus requerimientos. 

Sin embargo, en el caso de L-glutalnato, Marcus y Halpern (12) 

han demostrado que por medio de una mutación inducida o espora 

tánea, estos aminoácidos pueden ser utilizados como únicas -

fuentes de carbono. 

Para el caso específico de L-glutamato, el sistema de trans-

porte se encuentra genéticamente formado al monos de tres -

componentes : el gene regulador g1 tR, el operador gI t.0 y cl 

gene estructural g] tS (Marcus y Ilalpern, 13) . Cuando ocu-

rre una mutadd ón, ya sea en el operador o en cl regulador, -. 



se provoca una derrepresión de la síntesis de la permeasa y 

entonces el glutamato es capaz de penetrar en lag célula en 

cantidad y velocidad suficiente para su utilización como - 

fuentes de carbono. 

En el caso de L-aspartato, en E.colí se han encontrado dos 

sistemas de transporte principales, en el primero es el dct, 

es de baja especificidad y es necesario para el crecimeinto 

en ácidos dicarboxílicos de cuatro carbonos (cuando son usa-

dos como únicas fuentes de carbono). El segundo, de ¿11 ta -

afinidad, codificado por el gene ast, sirve para facilitar la 

entrada de L-aspartato como fuente de nitrógeno y tiene una -

función anaplerótica. Es decir, en cepas que tienen lesiones 

en la enzima fosfoenolpirúvico carboxilisa ppc o cuando. el 

gene dct está lesionado, el aspartato actúa como fuente de -

ácidos dicarboxilicos (Kay y Kornberg, 10 y 11). 

En la primera parte de este trabajo se realizaron experimen- 

tos de crecimiento -usando inóculos crecidos en glicerol-, - 

en medios mínimos con mezclas de asparatao o glutamato con - 

extracto de levadura a diferentes concentraciones, observan- 

dose que en todos ellos había una utilización de aspartato y 

glutamato como fuentes de carbono una vez que el extracto de 

levadura había sido agouido. Tamlb.i_cn observ,iinos que extracto 
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de levadura como tal no actúa como una fuente importante ya - 
que es agotado hacia las cuatro horas del experimento con un 

crecimiento bastante regular. 

En microbiología, el extracto de levadura es usado para pro - 

porcionar una fuente de enriquecimiento a los medios de culti 

vo, entre sus principales componentes están vitaminas, bases 

púricas y pirimidicas, pequeños péptidos, y otros compuestos 

orgánicos en menor cantidad copio intermediarios de la vía ci-

clo de Krebs y otras vías metabólicas. La pregunta era ,qué 

componente (s) de extracto de levadura producía (n) tal efec-

to?. 

Al usar compuestos orno vitaminas, bases púricas y pirimídi -

cas, que se sabe son abundantes en extracto de levadura y mez 

cías de aminoácidos añadidos a medios de cultivo mínimo-gluta 

mato y mínimo-aspartato, no habla crecimiento, o si éste se 

daba, era mucho menor al comparado con una fuente de carbono 

como glucosa (Fig. 4) . Por tanto, podría pensarse que ningu 

no de estos compuestos, solos o en diversas combinaciones, - 

eran los responsables de la utilización de aspartato y gluta-

mato. 

En segundo término, se ensayaron varios métodos de fracciona 

miento de extracto de levadura con el fin de poder separar - 

algún grupo de compuestos que causen dicho efecto, como hidró 
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lisis de extracto de levadura, donde observamos que el compues 

to responsable de la utilización de aspartato y glutamato es 

estable a la hidrólisis alcalina. Tratamiento de extracto de 

levadura intacto y de hidrolizados de extracto de levadura con 

carbón activado para separar los compuestos aromáticos o hete-

rociclicos, y por último, tratamiento de los anteriores con - 

resinas de intercambio fónico, sin encontrar un resultado de-

finitivo, excepto que se encontró que el o los compuestos que 

pruducian el crecimiento tenían una carga negati_\- 

Estos resultados no son concluyentes ya que el crecimiento no 

es abatido por completo, a pesar de que el extracto de leva-

dura fue tratado con un exceso de resina al pIH y por el tiesa- 

po recomendados. 

Cuando aspartato se encuentra como única fuente de nitróge-

no junto con glicerol como fuente de carbono, se observó un 

crecimiento semejante al. ocurrido cuando se usa sulfato de - 

amonio como fuente de nitrógeno. Lo anterior ,los demuestra - 

que existe una entrada de aspartato a la célula y que éste - 

es usado como fuente de nitrógeno. Cuando son usados otros 

substratos como acetato, citrato o succinato bajo las mis- 

mas condiciones, apa1rece 1111 aumento en el C?'CCl.Jil].CJ7L 	total 

Por 7.o tanto, el aspartato adem.ís puede ser 	tina fuente 



de carbono dependiendo del segundo sustrato presente. 

Cuando son mezclados medios de cultivo mínimo-glutamato o as 

partato con succinato, citrato, acetato y propionato, tam -

bi.én hay una utilización de estos aminoácidos como fuentes 

de carbono, obteniéndose un efecto similar al causado por - 

la adición de extracto de levadura. Esto se manifiesta al 

observarse cambios en las pendientes de las curvas de creci 

miento a partir del tiempo de agotamiento de succinato, acc 

tato y citrato. Sin embargo, L-aspartato es utilizado más 

rápidamente que L-glutamat.o 

De las figuras 13 y 14 observamos que succinato en combina-

ción con L-aspartato tienen un mayor crecimiento en compara-

ción a los otros compuestos. Cuando se probaron diferentes 

concentraciones de succinato con una concentración constante 

de L-aspartato, en semejanza al experimento-realizado con - 

extracto de levadura, hay utilización de L-aspartato y ésta 

es proporcional a la cantidad de succinato presente en el -

medi.o. Hay diauxias, es decir, al principio las mezclas de 

aminoácidos y succinato tienen una pendiente similar a la - 

de succinato solo, en el momento en que el succinato es ago 

talo, hay un cambio en la pendiente en la curva de crecí - 

miento. Lo anterior• podría indicar que a partir del agota-

miento de succinato el aspartato es utilizado como fuente 
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de carbono. En la última parte observamos que la utilización 

de L-asparta.to y L-glutamato, como únicas fuentes de carbono, 

es posible si se usan inóculos crecidos en succinato, indepen 

dientemente de la fase de crecimiento en la cual las células 

sean cosechadas, tanto para la fase exponencial o la estacío 

naria. 

Es sabido que ciertas enzimas de los microorganismos son for 

madas solamente en presencia de su inductor correspondiente 

y se ha demostrado que los sistemas enz,imáticos son controla 

dos en las bacterias por determinantes genéticos específicos. 

En E. coli, Kahane, Marcus, Metzer y Halpern (9), realizaron 

trabajos donde se demostró que en la cepa nativa el sistema 

de transporte para glutamato se encuentra controlado por un 

operón. Además, el gene regulador gltR, es responsable de 

la producción de una proteína represora .ue; impide al siste-

ma expresarse. Por lo tanto., este sistema de transporte se 

encuentra reprimido en condiciones normales y se desconocen 

los metabolitos que sirven como reguladores fisiológicos (in-

ductores) de este sistema. 

Para que giutamat.o 	sea utilizado como 	fuente de carbono, ade 

alas 	de 	la presencia de un sistema de permcación adecuado pa- 

ra que se i.ntroc:t.i .cu 	a la 	célula, son necesarias las activi- 

dtadc-c. 	(le dos 	cnz7_L'1:.1s: 11.1 	primera es 	1 a 	tranS£111"tinast1 	giutfí- 
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mico-oxaloacético (TGO) que es constitutiva y la secunda es - 

la aspartasa, que es una enzima inducible. La TGO forma par-

te de las enzimas básicas de la célula y su producción es -

constante, independientemente del estado nutricional de la - 

bacteria (Aguilar y Ortega, 14) . En cambio, la aspartasa -

muestra su actividad sólamente cuando se usan medios de cul-

tivo con glutamato o hidrolizado ácido de caseína (Alvarez - 

de la Cuadra, 1) . 

En este trabajo liemos demostrado que la cepa nativa de Salmo-

nella typliimur.ium LT-2 utiliza L-aspartato (en mayor medi-

da) y L-glutamato, como fuentes de carbono, cuando se añaden 

a los medios de cultivo extracto de levadura, citrato, aceta 

te, propionato o succinato. En el caso de propionato el -

efecto no es tan marcado. Sin embargo, L-aspartato o L-glu-

tamato son utilizados como únicas fuentes de carbono cuando 

las células han crecido en succinato. 

Así puede pensarse que alguno de los compuestos que forman - 

parte del ciclo de Krebs, o que su metabolismo está relacio-

nado estrechamente con este ciclo, podrían actuar como induc 

toros del sistema de utilización de glutamato y aspartato, 

ya que tanto éstos como sus productos de transaminacibn, al- 

fa-cctor lutarato y oxaloacetato, por si mismos vio actúan co-

mo inductores. 



CONCLUS IONES 

Para que L-aspartato o L-glutamato puedan ser utilizados co-

mo fuentes de carbono sin mutación previa, fue necesario - 

agregar extracto de levadura. El extracto de levadura tie-

ne una composición compleja y, por tanto, no fue posible sepa-

rar definitivamente la fracción responsable de la utiliza - 

ción de los aminoácidos. 

Succinato, citrato, .acetato y propionato, que se encuentran 

presentes en concentraciones bajas en el extracto de levadu 

ra, ejercen el mismo efecto que el extracto de levadura en 

la utilización de glutamato y aspartato por la cepa paren-

tal. 

Oxaleocetato y alfa-cetaglutarato no facilitan la utiliza -

ción de L-aspartato y L-glutamato. 

L-aspartato y L-g].utamato, pero no D-aspartato, pueden ser 

utilizados como únicas fuentes de carbono cuando se usan - 

.inóculos crecidos en succinato. 

Succinato, citrato, acetato o algún compuesto relacionado, 

posiblemente podrían actuar como inductores del sistema y - 

en consecuencia, conducir a la s .ntesi.s de la perme;isa y/o 

el sistema de utilización. De las griíficas de crecimiento 
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se puede observar que extracto de levadura, succinato, ci.tra. 

to o acetato, son utilizados en primer término y, probable-

inente, una vez que el sistema se encuentra inducido, sigue 

la utilización de los aminoácidos. 

R E S U M E N 

Tanto en E. coli como en Salmonella typhinmurium, L-glutama-

to y L-aspartato no son utilizados como únicas fuentes de -

carbono y energía. En estudios anteriores efectuados en - 

E. coli,  fue encontrado un sistema de transporte exclusivo 

para L-glutamato formado al menos de tres componentes: gltR, 

gltC y gltS los cuales forman un sistema de operación don 

de gltS es el gene estructural para la l)ermeasa, gitC es 

el operador y  gitR  es el regulador del sistema. En Salmo- 

nella typhimurium fue encontrado un sistema de transporte' 

para glutamato similar al de E. co1.i  y además un nuevo si.- 

tio genético, g1.tF, situado aproximadamente en el minuto () 

del cromosoma bacteriano. 

Para el caso particular de glutamato, probablemente no es - 

utilizado como única fuente (le carbono debido 3 que sn ; Y s-

toma de transporte espccifi.co se encuentra reprimido y ]k:In 
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sido mostradas evidencias donde por medio de mutaciones ocu-

rridas ya sea en el operador, o n el regulador, provocan - 

la dorrepresión del sistema y en consecuencia la síntesis 

de la permeasa. En el caso de aspartato se han descrito -

dos sistemas de transporte principales. Sin embargo, no se 

conocen los mecanismos de su utilización como única fuente 

de carbono. 

Una vez en el .interior de la célula, _el, glutamato junto con 

el oxaloacetato, por la acción de la transamina.sa glutámi.co-

oxaloacético, forma alfa-cetoglutarato y'aspartato. El as-

partato a su vez, sufre una desaminación no oxidativa; por -

medio do la aspartasa para dar lugar a la formación de fuma 

rato y amonio. 

En los estudios presentados en este trabajo, se encontró -

que la cepa parental de;Sal.onella typhimurium LT-2 utili-

za L-aspartato y L-glutamato como fuentes de carbono, cuan-

do se agrega extracto de levadura a los medios de cultivo, 

en forma similar a las copas mutantes que los utilizan como 

únicas fuentes de carbono y energía. Ll mismo efecto fue - 

provocado por otros compuestos que pertenecen al ciclo d^ - 

Krebs como succinato, citrato y acetato, o que su metabolis 

mo los conduce a dicho ciclo, como propi.onato. 



L-aspartato y L-glutamato son utilizados como únicas fuentes 

de carbono v energía cuando se usan inóculos crecidos en me-

dio mínimo-succinato. Por lo tanto, podría ser que asparta 

to y gl.utamato, tanto como sus productos de transaminación, 
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