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RESUMEN 

En el presente trabajo reporto 1a obtenci6n de cepas m~ 

tantea de B. subtilis sobreproductoras de metionina obtenidas 

mediante el proceso de mutaci6n con ayuda de an~loqos de este 

amino3cido pen:titiendo por una parte desregular el primer pa

so de la v!a a nivel del sitio alost~rico de la aspartocinasa 

y por otra parte desregular las enzimas sujetas a control ge

n@tico en beneficio de la sobreproducci6n del arnino~cido en -

cuesti6n. 

El uso de esta metodolog!a permitió obtener mutantes 

bacterianas resistentes a etionina y norleucina, que en medio 

m!nimo de P.obinson y qlucosa al 11 llegaron a producir hasta-

172.2 mg/l de metionina. 

La producci6n anterior es consecuencia de alteraciones

que sufre la maquinaria enzimStica reconociendo al producto -

finai. 



I.- &ENERALIDADES. 

I. A. - INTRODUCCION. 

I.A.1.- EL PAPEL DE METIONINA EN LA NUTRICION ANIMAL. 

St1·1 d1.1d=-, 1.w10 de le•!'· elementoz rn?.~ irnport.ant.es. en l,:o. 

alirner1t.a"=101-. ht.Hnati<:t y de an1rnales inor'log~st.r1cos, lo constiti.,iyen 

estos or9anisrnos por tanto, re•:::iu1eren cons1.unir-los en s1.1s 

Como resultado de diet.ais p.-.tir~s en e~t-os arn1noc:\cidos. se ha 

encot"1trado aves de cc•rral y cerdc•!:.. bajas ef'ic1enc1as de 

convers.ión, as1 corno t.iempos lar90S de crianza rnercad·::i muy 

prolongado (2). 

Por otra parte, dietas Pobres en met.ic1n1nc:.. causan en n1('\o~ 

cuadros 9raves de desn1.1tr1ciOn, y en anirnaleE mor109E-str1cos, 

provoca cuadros de hio;iado graso y necrosis < 3 >. 

En lo que cor responde a a 1 irnentos de or .igen veget.a. l, l"' f1.1ente 

de calor 1 as y piirt.e de la prote1na réquo=".!r ida 

normales. perc• lo que respecta a l isina y rnet.io1·11Y1a se 

encuentYar-. disrnin1.1tdos. Por lo q1.1e se tiecesitarta para c:1.1brir las 

necesidades de esos aminwc\cidc•s. a1.1ment..ar 1 a cantidad de al 11neont.c• 

base, provocando 1.n-. desba.lance calórico y de nit..r<!•9enc• t. 5 >. 

En la explotación masiva de aves y cerd.:•::. ::'!::! fi:iymulc-11 dietas 

base a los rer.:iuer11n1er1tos dEl calortas. prc.teina y aminoctc1do-:> 

esenciales: b1.1sc.ando t.arnbien q1.1e los o::ost.os se.:m los rn!ts t•cdos. 

posibles y 1.1na bF·t1ma cor1ver~ion al irner1t.ic1a. S1.r1 ernbargc• los 

problemas a los que se enfrentan los crl.adores en n1.1estrc• pat'Z no 

sot1 pocos ya que los al imer1t.os base rn~s 1.1sados se rest..r-i1·19e11 a 

tres, que son sorgo, ma1z y salvado: descart!tndo~e el segundo 
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Por constitL1ir la base de la al iment.ación hwnana en Mé>~ico,. pcir 

otra Parte~ el pals n9 es auto.s.uf'iciente en la prod1..,cci 1:!tt"l de maJz 

t1er1e '=1'-'e irnt=·ortar, elevar1dose con esto el costo 

de la fc.rmulaciOr1. E~ salvado res1.,1t.a incosteable PC•r su alto 

costo y dado que existe contr:ol sobre el precio de la carne y el 

ht..Jevc1,. de tnoment.o t"lo serla el al irner1to ind1cadc•. El i:.orgc• el 

ali merito de elección ya que e-=. barato y no es t..1ti 1 izado 

al irnent.ación el 

ampl iamer1t.e usad.:• peor los productores <3>. 

Dado r.p.1e el sc•r<;ic• pc•r si misrnc• r10 ct..1bre la t.ot.al idad de Jos 

requerimientos de Pr"oteJ .... as <véase te.bias I. II>, se hace 

necesaria la adición de 1.1n complemento rico protelna para 

cubrir dichas def'iciencias. La cornplernent.ación F•uede de 

cualqL11et· ori9et·1. siempre y cuar1do se Ct..Jbrar1 los re-=1L1erirniet1t.os. 

nutrifionales, siendo lc•s productos de elecci~·n las pastas de 

soya, ajcir¡jol 1, girase•!, &.l9odbr-1 .. dado que tier1~n la ver1taj&.. de 

ser t·elat.ivc-.rnet1t.e baratas. aLlr1q1.JIQ se condicione-. la ut:.ilizaci6n a 

SLl diSPOt-.ibi l idad. 

Por ot.ra part.e las f'ormulaciones L1ti 1 izadas preser1tan en 

composición cantidades s1.1per iores a las necesidades. di: todc•s los 

aminoc\cidos esencialeS, con la excepción de lisina y rnetionit"1a 

<V4a$e tablas III y IV). 

Ante estas condicior1es el productor tiene dos alternc.t.ivasr 

1. - Awner1t.a 1· 1 a cat'"!t i dad de comPl emet"tt.o hast.a cubrir ¡,, 

def'icienc1a., a1.Jt"tque el inconveniente es que el cost.o 

incrementar hasta er1 

rii.t.rc09enadc• y cali!•ricc•. 

18(1 :-; Y ademas se provoca un 

Pl.ledo:

imbalance 

2.- Cornplement.ar con los aminoácidos fc.lt.antes., en la cantidad 



que req1.11eran~ cCtn lo q1.1e se podr·i.a inclusive r-==dt1cir la 

cantidad de protelr1a hast.c.. en tm 9 :.;. Si se r-ealizara de est.c:. 

rnanera se red•.1cirla tambien el cost.o de la dieta. 

Ante esas alternativas~ SIS! aprecia clararnente qL~e la se9Lw1da 

l c. rnejor o,:•ci ór •• 



TABLA I. COIFOSICION DE LOS INGREl>IENTES UTILIZADOS COMO 
NUTRIENTES EN LA INDUSTRIA PECUARIA DE MONOGASTRICOS 15) 

--------------------------~--------------------------------------COMPONENTE % DE PROTEINA % DE LISINA % DE METION INA. 

MAIZ 8.(1 0.17 0.27 

MAIZ OPACO 10.3 0.40 0.37 

SORGO s.s 0.21 0.21 

TRiaO 12.e. 0.38 0.33 

TRITICALE 14.7 0.48 0.5'::-t 

SALVADO 15.3 o.e.1 l. 10 

PASTA DE 
SOYA 47.0 3.10 l. 74 

PASTA DE 
ALGO DON 48.4 1.93 1.48 

PASTA DE 
AJONJOLI 44.2 1.46 1.81 

PASTA DE 
GIRASOL 36.7 1.47 t".32 

HARINA DE 
PESCADO 36.7 1.47 2.36 

LEVADURA DE 
CERVEZA 45. 1 3.42 2.53 



TAllLA U. PECES:rl>Al>ES l>E -ZNOACZl>OS l>E LAS AllES Y GRADO l>E 
SUFZCZENCZA l>E l>ZllERSAS FUENTES PROTEICAS 131 • 

-----------------------------------------------------------------AMINOAClD(I NECESIDADES % DE SUFICIENCIA 
* SOYA AJONJOLI GIRASOL ALGODON 

-----------------------------------------------------------------ARGININA 6.3 112 160 119 165 

AROMATICOS 5.8 135 J5(t 118 128 

HISTIDINA 1. 5 157 151 140 176 

ISOLELICINA 3.5 156 125 1:23 112 

LÉUCINA 5.9 126 120 95 103 

LISINA 5.2 121 51 69 79 

METIONINA 2.7 60 134 146 72 

TREONINA 3.2 113 102 9S 97 

TRIPTOFANO !. o 131 163 107 158 

VALINA 3.6 147 140 .. 137 140 

-----------------------------------------------------------------. En po,·cier-.to de ,., proteina usada. 
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TABLA :l:U:. NECESIDADES DE. PROTEINA Y AltINOACil>OS PARA AVES 
CSI. 

INll;lACION PONEDORAS Y REPRODUCTORAS. 

PROTEINA 19 17 

AMINOACIDOS: 

Ar9inina l. 1 0.9 

Aromt:.t.icos 1.2 0.9 

Histidina 0.7 0.3 

Isoleucina o.6 0.5 

Let1cina 1.2 1.2 

Lisina 0.9 o. 8 

Metionina 1.2 o.9 

Treonin& 0.6 0.5 

Triptofano ·0.2 0.2 

Valina 0.7 0.6 

En porciento del alimento. 



TABLA IY. REQUERINIENTOS DE PROTEINA Y AMINOACIOOS PARA EL CERDO 
C12). 

PESO 0-50 Kg PESO 90-100 Kg. 

PROTEINA 27 l::C 

AMINOACIDOS: 

Ar9inir,a 0.3 0.2 

Aromat.icos 1.2 ·o.6 

Histidina 0.3 0.1 

Jsoleucina o.e o.4 

Leucina 1. o o.s 

Lis1ni!ll 1.3 0.6 

M~tionina o.e o. ::e 

Treor1ina o.e 0.4 

Tripto'far-10 0.2 o. 1 

Valina o.e o.4 
En porciento de la dieta. 



r.D.-ANTECEDENTES DE LA PRODUCCXON DE Al'IXNOHCXDOS POR vrA 

MICROBIANA. 

8 

de la seg1.mda guerra mundicd la microbiolo9la' 

industrial empezó ~ desarrollarse, ya que por esc•s al'i'os se 

rePortd la producción de ácido 9lutamico Por medio de un proceso 

f'ennentati vo. Af'fos mas tarde.. reportaron act.unu l ación de 

amir108.cidos en cultivo de S:!..S2!.!. ( 1). 

Con el desc1.,br1miento de cepa~ de alta productividad de 

&cido 9lut.Amico, en medios que conten!ar1 sales de- amc•nio y 

carbohidratos ccrrno fuent.e de carbono, se establecib la primer·a 

industria de 'fermentaciones para la obter1cibn de arnino.!iic=idos 

(Kino~hita et,al. J957>. 

A finales de los aNos cincuenta Adelberg (1958), reporta 

la obtención de mutantes de~:.. ~2!! resistentes a tienilalanir1a 

Y ~ue excretan fenilalanina y tirosina en el medio en el que 

hace crecer bcdo condicione~ rnlnirnas de nut.rient.es <4>. 

En los Ultirnos a~os han aparecido una 9ran cantidc.d de 

reportes. acerca de la-obtención de aminoacidos por medio de 

microor9anismos en los que de una u otra manera se les han 

alterado la rnaquinaria en:z:imt.t.ica o:::il1e regula la prc•ducc:i6r1 de 

arnino!-ccidos y su slnt.esis ya no est~ sLljet.a a cont.rol. 

l.B.1.-PROl>UCCXON 1>E METXONINA. 

Antes di! 1984. el aminoc\cido metic•nina se prodl~cta en el 

pafi con t.ecnologla extranjera~ a PCl'rti r de met i lme:rcaptano y 

ácido cianhldrico. pero a ral:z: de un accident.e c:iue ocurrió en la 

India por esos af'fos.. Unión Carbide dejo de export.ttr 

meti lmercapt . .:.no fuere-; de los Estados Unido~ y esto af'ectó a 



paises q1.1e corno el n1.Jestro, req1.1erfa de esta rnat.eria prima para 

s:·rod1.1cir rnetic•t"lina~ c•casionandc• -::;1.1e éste aminoácidc• ~·asara a ser 

'-'n pr·oductc• de im~·c•rt.ación y -::;1.11:~ •=on est.c• agudizar mas el 

.problema financierc• del pa1s. 

Es por eso que r1osot.ros estamos interesados en b1.1scar una 

metc•dolog1a •=1Ue r1os ~·errnit..!! volver a pr·od1.1c:ir· rnetior1ina, que 

sea rnenc•s ries9osa y más barata para q1.1e por lo met""los nos ayude a 

s1.1f'ra921r las nece~idades del pa1s • 

Cc•mo mencionamos anteriormente, en los (1lt.irnc•s aP'"lc•s hair1 

aparecido gran cantidad de reportes de obtencibr1 de arniriobcidos 

por viil microbiana. Entre el los dest.acan la obt.enciC:or-1 de 

rnet.ionina por cepas mutSontes de g.!.~.S-1! resistentes a. norle1.1cinc. 

( 16). Y de .t'§!.Jl2etüllY.? .»E resistente a et.ic.,.-dna y que ademé.s 

ut.iliza metar1ol corno f<uemte de c::arbor10 (11, 22). 

El plat'lteamiento que nosotros hacernc•s es que si mutamos 

que la enztrna ya no reconozca al producto final entonces Ja 

maquinaria va 11 trabc.cjar continuamente sin nir'l9una restricción. 

Para lograt"" est.o nosott""-: .. s plantearnos la c•btenciOn de 

rnut.ant.es bacterianas resi"Stentes secuie-n..-i&!.:.- '-'"= cuoOl~-;tcs tb>eicos 

de metionina con rn~s alto producciOr-.. 

En le part..c. 'final que es le• referente al conJ1.mto de genes 

que codifican para las enzimas ._.._.~ regulan los pe.sos fir1ales de 

~1r1t.e:::.1s de rnetic•niric. e:::tan t.a.mbier1 -s:t..Uct.a~ a ur1 control 9Ea·1.t:t.icc• 

por el prc•duct.o fina] el cual~ creo q1.1e se l levE1 a cilbo de l~ 

s.iguiente rnanera: 

Metionina f<orma un complejo con la prot.elnE\ que es prod1.1c1da 

por el 9ene ID§!- ;r. y eg:e complejo es el que bloque& el sitio 
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operador en el oper~or1 de metionina, evitando::• que prosiga la 

stntesis de est.a. Por lo q1..'1e al agregar un análogo en presencia 

de un mL1tá9eno. se busca qL1e select.1vame1"1te se alt.ere el sitio 

operadc•t'", o el complE:jo proteico para qL1e este ya ne• det.enga la 

s1ntes:is de met.ionina <2>. · 

:I.C. - MUTANTES Y SU UT:IL:IZAC:ION. 

Las mutant.es rnicrobiar1as han prc•bado ser mLIY import.t\ntes 

para la prodL1cción de aminoácidos por procesos ferrnent.ativos. Se 

han hecho considerables ·esf'uerzos para meJorSl.r la F•roductividad 

de rn1croor9.:m1srnos utilizados en la prod•.4ccibn de amit-.ob.cidos por 

la ind .. 1ccibn de v~rias clases de mutantes qt.te f-.-ienen ciertas 

caracterJsticas especiales. En particular, mutantes auxot.róficas 

y otras mut~ntes en dcor1de l oz mecan i srnos de ,·e·:;Ju 1 ación q-.1e 

contt"olan la b1os1r1tesis de arninokcidos son al t.erados por 

ro-.1t::ac1ones. son ahora ampl lamente uti 1 izados para la produccibn 

cc•rnercial (8). 

La sintesis de enzimas en microor9anis1nos. est~ controlada 

por la información que codifca para ll'I sintesis de prote1nas. 

La regulación rnet.aból ica de la formación de enz.irnas y st.1 

actividad 0Cl1rre por una de les tres formas siguientes: 

1.-Represibn de la slntes1s er1zirnéttica par los rnet.abolitos 

2. -_Inhibic iOn por retroalimentación. - Inhibición de la actividad 

e:n:::imc.1.t.ica por los prodl1ctos fir-.ales. 

3.-IndL~cci~''"'· - Aco;:leraciót"'l en la formación enzimática por el 

Para la ac1.11nulación de aminoácidos se emplean varias clases de 
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rnLitantes cor1 di ferer1tes: cat·acter 1 st.icas • 

.:.l Mutante;. defecb .. 1osais er.1 la ac:t.ividad en=:irnttt.icc. Y q1,.Je 

ac1.un•.1le 1.wr cierto prod1.Jctc• de ir1tet·és.. 

bl Ml..1tar1t.>'?s q1.1e tiener1 incrementada ln actividad erizirnatica para 

e) ML1tant.es qr.1e t1et1en i.'.wia rn.:ad1 fici'1Cidr1 en el sisterna de 

transporte para rnet.abc•l i t.os, re51.1l tandc. 

acurn1.1lacick1 de prod1.1cto er-. particular (2l. 

I. I>. - MUTANTES REGULATORIAS. 

Los rnecan1srnos de re91.1laciór1 Jue-:ian un bien 

importar1te en la ecc•nom1a celular, ya que estos ay1..1dan evitar 

el gaste• excesivo de materia prima~ enzimas y energta. De esos 

rnecardsrnos dos res1.1lt.ar1 ser los. rnas import.ar1tes er1 la re9ulacibr1 

biosintet.ica e·~>. 

1. -L.a re91.4lación a nivel enzirnético o alostérica. 

2.-La re9ulac1·!in de s1ntesis de las enzimas involL.1cradas en la 

Producción de lc•s met.abol i t.os. 

El prirner caso se dt:t., cuando la pr1rnera en:::irna u-.vc•lL1ct"adei 

en la v1a oiosint.é!tica es r..1na en:::1rna compleja, Y cr..1enta cc•n 

sitio alostérico peora el reconocimiento del prod1..1cto final de la 

via, el cuél es.t.ando pre~et1te it"lhibe la d.ctivide..d enzimática, 

evitando •=cw1 e"t:.t.o:- la acumulación del prc•d1..1cto final. 

presentar •..1na inhibición concert.ada, en donde son dos o rnas de 

los Prodt.,ctc•S f'inale:;; act1..'iar1 inhibiendo~ en conjunte• y r.o i::·or 

sepñrado, la primerc. enzirna de la v'la: com1J1-.. Ej. rute-. 

biosir-.t~t1ca de los arninobcidos de la familia del ~cido aspt.rticc• 
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en t:•a•=ter1&s t::C•). 

En C•t.roz organisrnos qL~e pre-sentan v:lias siroilares, se t.ier1e 

q1.ta la pr1mer·a enzima no es 1.n-1a sc•la. sine• conjunto de 

isoen::::irnacs. donde cada un.., es regulable por 1.1no de los p1·c·d1.1ct.os 

finalez de 1.:i v1a. Esto t.arnbien res1.1lta t!1t.i 1 er1 el case• dc•rtd•: 1.mc:. 

di:- los p1·c·duct•:•s finale~ in•·1ib-= desp1.h~s de la ra1nificacibn, y el 

•:ot.1·0 pt"c•d•.l•=to .:;.ct.iva el rnisrn-:• sitio. 

L0< obte1·1ciór1 .de c-=pas h1J=·erprod1.1ctoras consiste 

modificar el s1t-io alost.4rico dEo la er .. ::::irna q1.1e reco:•t"\OCe al 

prod1.1cto final, para lo cut~.1 se hace nec~sario la 1.1ti lización de 

ant.lC•9C•S tó>t1cos, con la finalidc..d de t•lo-=tuear ese sit.10 sin q1.h: 

el prod1.1ct.c• final realmente exista. Las rnL1tant:.~s resistet'"1t.es 

-=:seos analo:•9os t.1eneri rnc•difi,=adc• el sit.io alosté!rico para q•.,e ne• 

recor1c•zca ni al ant-1090 ni al pr.:aducto f ir1al y el flLdo de 

rnaterie. i:•rirna se canalice hacia la prodL1cci6n de dicho rnetabolito 

de interes. );> 

prodL1ccibn de cepas rn•.,tentes hiperprodL,Ctoras de metic•nina ( 11, 

22>. 

El rnecanisrno de r-e9ulación genética. t.iene cornc• finalidad 

reprimir la s1ntesis d..: las en::irnas r-1-=cesarias para prodLi•=ir el 

aminoácido reqL,erido, mediante la forrnaci~•t"t de 

es t•econocido por el stt.io operador~ con lo q•.h=: inhibe la 

e>~pres.1t•n de los 9or1es i11volL1ct·aidos en la vla biosintet.ica, y r10 

forman lci~ et"tzima=: necese:.r1as p21rc1 la slntesis de ese 

arninoacido (20). 

Cueondci se evit.a lc;1 formación de ese complejo, el sit10 

operador qLleda librea Este mecanismo resulta ser el mc\s s1rnple, 
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yi!\ que en realidad existen m1.1chas variantes del rnismo. 

Por tant.o, c• .. 1C\r1dc• 'Ze pn.:.d1..1ce 1.1na 1n1.1t.ac1bn er1 el ge,-re 

re9ulador, de tal ron.riera q1.1e la prc•t.elr1a resulte modificada o no 

se prc1d1.1zca, el c•:.mplejo r10 se forrnar~ e• r10 ser~ fln·1c1onal. 

quedar1do 1 ibre el sitio operadot·, aun et-, preser1cia del prcoduct.o 

fir1al. Del mismo modo si se bloq•Jea selectivamente el sitio 

c•Perador, y el cornplejo represor ya no seré capa:: de evitar la 

e'><pre~i·~1; de lc•s ger-1es estructuralE::Z .• 
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I.E.-RUTA BIOSINTETICA DE l'ETIONINA. 

trc•nco corn~n Cf19uras 1,2), con lo que al alterar 

adeci.,adamente los rnecanisrnos re91..1lator1os en los primeros pasoz. 

el benefici•:o en la produc:cit•n ser~ para rneticw1ir1a. 

El p1· irner pase• de la n.,ta es la 'fcorrnac1C•n de asparti l 

fosfatc• a partir de asp~ritco::• y ATP. est<'Ei 1·eaccibr1 e:.=; catalizada 

por Ja .i.=nzirne aspart.ocinasa Ca> y es el paso liroit.ante de las 

v1as de síntesis de metio. ... iina en bact;.erias(6,9,10, 12.13,15,20). 

La que cataliza la primera r·eacc:iOn 

irreversible, estt. sujeta a una re9ulaciOn elc•st.t:rica. Er1 

ciert.as bacterias corno .&~ ~21.!• y otras, present.an tres 

diferentes, de re9ulacittn 

dePendientes cada r.1r10 de los tres productos finales qL1e originan: 

la aspartocinasa I es inhibida por treonina más isoleucina, y 

reprimidt::i por el primero de ellos, esta enzirna contiene ademas Ja 

actividad de hornoser·ir1a deshidro9enasa: ls. aspartocinasa II 

reprirnii;la Por metionina y contiene i9uolrnente actividad de 

homoserina deshidro9enasa; por t'1tirno. la aspart.ocinasa III 

inhibida y reprimida por lisina. 

Las tres enzi rnas además inhibidas por sem1aldeh1do 

aspc\r~tico y las isoenzimas I y III son estimuladas por metionina 

(9). 

sc•la en::1ma, para 

catalizar el r:wirner· paso, la cual se ha dernostradc•. ezt.a sujeta. a 

inhibic10r1 ccor1certada y 

am1 no:.•&1c: idos separado tiener1 ~Olo ur; efectc• 
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inhibitorio. En al91..mos se h;:ibla de aspartocinas.as 

"1=·erfect:,s" la inhibiciór1 pc•r ambos prodt1c.f:.c•s 

de lOmM de los. arnir1oácidos pc•r separado inhiben de un 10-15/: 

El siguiente pase• irnport.ant.e hacia le.. b1os:fnt.esis de 

rnet.1on1r1a, l•:i cc11-.stit.•.Jye el pase• de asp&rtico sernialdeh1dc• 

el de 

f;.!.Ss.'ll por dos d1 f'erer1t.es hc•rnc•s.erinas deshidroger1asas <bJ: 

J-.omoset·1na deshidrc1•;ier1asa I <HDHI>. su actividad es 1nh1bida ·por 

treor1ir1a, y su s11·1t.esis es reprimida por treonina rn~s isoleucina; 

hc'ltnc•ser·ina deshidrogo::na~a II <HDHII>, es reprirn1da por rnetior1ina. 

La t.~ltirna etapa bios.intética hacia met.ionina lo constit.1..Jyen, . 
los 9er1es Ce>~ que codifican par.:~ los pasos posteriores a la 

segw-.da rarnif1caciOn <figuras II y iII>. se encuentran en É..:.S:S-1.i•. 

formando 1..ut operOr1 re91.1ladc• por el prod•.,cto del 9ene ws;!r ::!.!. 

Esta t1lt:-ima etapa la conforman t.m conJ1..W1tc• de genes que sot'l 

Jos encargados de prod1.,ci,- las enzimEls nece-sarias que llevan 

cabo esos pao;:;os, los genes involucrados son el gene !!l§:.!r e y 

prod1..1ce la enzima .:;i1..4e catal iza el PasO de harnoserir1a para formc:sr 

succini 1 <o aceti 1 > hornoserina en presoencia de s:uccini 1 <o 

aceti l > CoA. El !:i9uiente 9ene involucrado e~ el .tl§:.!rJI: que 

codifica para la enzima ·~u~ va 

presenc1a de cistelna de dor-.de torna el a::1..1fre. Aur1c:iue también 

cabe aclarar que para la producción de esa enz:"ima requiere 

9rupo de tres gene$ en S.!..c;2!.i 

la slntesis de aspartocinasa II. homoserina deshidro9enas~ II y 
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5-1 0-met i l er1t.et.rahi drc•fol e.te• redL1ctasa. 

El penL'1ltirnc• . F·aso de la via es llevado cabo por el 

producto del gene rn.~t: ~ el cual forma homocist.etna qr..1e s.ólo 

reqt.dere q1.1e e""ista rnet.1 lent.etrat-.idr·~folat.o y pat'"a q1.1e exista 

est.e 1·e-=1uiere la cooper-aciOr1 de ot.ros genes corr10 s•:•n lc•z gG!nes 

ID~!- f, !.fl.§'.!- ti• [!l§'j;: g Cver ft91.n-a JII>. 

Todo el conjunto de genes involucrados la ruta 

bic•sint.etica de rnet.1conina estbn sujet.c•s a 1.u-1 cc•ntrol 9enet.icc• PC•r 

un complejo prc•t.E!ico formad"::• pcw el prodr..1ct.o del gene !(I~~· ::! y 

rnet.ioriina y s:.U!: derivados <17, 19, 20>. 

I.F.-OBTENCION l>E MUTANTES RESISTENTES A ANALOGOS TOXICOS. 

El C•btener rn1.1t.c.ntes resistentes implica 

pr1·merarnente, que la sustancia anaJoga sec. tóY.ica para el 

rnicroor9ar1ismc• evi tar1do q1..,e el microorganismc• retJ.l ice sus 

f'1..1ncior1es vitales y muera, ya ·~ue impide la s:lntesis del 

rnetabc•lito normal. Pero si la bacteria se trata 

esto va a favorecer l.lr!Fi rnc•dificac10n er1 el sitio alc•s.t.erico de 

t.al rnar1era que ya no exista reconocimient.o por el productc• 'final 

el análogo, quedando la v:la libre de regulación y con esto 

favorece la acumulación d·~l producto final (ver tabla V>. 



FJG.1 llll!A DJOSJHTEllCI\ DE LOS l\lllNO.\CJD-OS ~E LI\ Fl\lllLIA DEL AGPARIATO EH 11/\CTERIAG. 

LISlllA. 

Hlfl 

HOOC-tu-Hat-COOll 

flSPARtICO. 

Hlll 

HOOC-tu-HCH-COOP 

ASPftRTIL FOSFATO. 

HHll 

Hooc-b.-HCH-COH 

S.A. ASPARTICO. 

Hlfl 

Hooc-b.-Hat-HOl-OH 

llOrtOSERJHil. 

Hlll H 
HOOC-~H-HOl-H OI-s-b-H 

A 

ftE!IOIHllA. 

TREOHIHA. 

ISOLDJCINA. 
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FIG.Z ttrmtlS!IO DE REGlUtelfM DE LA UIA DE SIMTESIS DE L!Sllfl\ Y llE!IOllllVI. 

ASP#lltAtO. 

r--------~-------------------------• 4····---------------------------------------------1 

NOllOSDIJM, 

t.A.P 

LISllVI. 
l!EtlOIC!IVI. 

IACILWS. 

' ' ' ' ' ' 

' ' ' ' 1RIOMIHA. ·---~ 

4----------··1 

!SOl.JllClllfl • 

' ' ' ' •••• J 
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FIG,Zl,llICAHISllO DE RIGUUICIOH DE UI UIA DI SIHTESIS DE LISIHA Y llITIOHIHA. 

·--------------------------------------·----, 

·--------··---------------··: 

HOllOSERIHA. 

' •••• J 

ftElllllllllA. ISOLllJCIM. ¡ .... J 

E.ooli. 
rouhc1on por utroal1Mtnhcion ··-----·········• 
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TABLA V. ANALOOOS TOXICOS DE -INOACU>OS UTILIZAl>OS EN LA 
OBTENCION DE MUTANTES' REl'llA.ATOfUAS 121 >. 

AMINOACII>O PROl>UCIDO ANAL.OGO UTILI2'At-CI. 

Fet")ila.Janin¡, Bet.ei-Ticnilalanina 

Hist.idinei Tiazolalanina 

Lepcirra Tri fl'-1or0Je1.lcina 

Lisína 2-Arninoet-i lcis.telna 

Met1c•nina Et.iot-.inc;,.. Norlel,cina 

Treonina Bet.a-Hidroxinorval inc;,. 

Tr1ptofano s-met.i l t.r i ptof'ano 

Valina Alfa-Aminobutirato. 
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I.H.-DETERMINAC1:0N DE NETIUlOl...ITOS POR EL METOOO DE C!Jl'IPLEJEHTACION 

AUllOTROFICA. 

Para det.erminar 1..m metabolito de interés,. por este rniétodo se 

requiere pr imordi alrner1te CC•ntar con 1..ma cep~1 rn1.,tant.e &'-'~tbtrofa 

eze producto (esto qLüere decir q1.~e requiere del rnetabolito para 

poder crecer>. T.:.mbiér1 s:e re-=11..dere contar con un estandar del 

prod1..,cto de interés contra el cual vamos a comparar. 

La técnica se f1.inda.merita eri que: s1 en el medio de ct..1ltivo 

d•:-r1de q._1erernos hacer crecer la cepa a1.1xótrofa se encuentra el 

F-r.:opor-•:ional a l& cantidad de am1n·=wácido 6-n ténn1nos de D. o. a 

una longitud de onda a la que absorbe e~a substancia. 

Paré< FOder determinar la cant-idad de producto hay que 

elat.:.rar 1.h1.a c1...wva i::·Sotrbrr para lo ct..•c-1 se preparan los ~ist.ema~ 

~.:o.n~ lo~ mo:::trado-:. er1 la. i:.ab!a VI ·¡ se var:fa la concentración 

del es.ta.rid&r da:l met..,t•ol1to,se det.o:::rmi11a la e.o a unu. lon9itt.4d d'11: 

<:•ndci e=:r:¿c:ffica y con l·::as datos se r~ali:;:a una curva pat.rOn. 

Par·a prot•ar l•.:is pr.:-t:il~mas se 1.:-pe!""a de rnanera sim1 lar q1.ha los 

s1:z.ternc..s de la ·=•.1rva patror1, la t1n1.:a difereric1a es q1,.1e se 

z1.;:::~ i -t;.uye 1;;. pr~d•.1•=t.o est.andéi.t" i:or los sobrenadante; estfiff i les de 

1~;:; •=epaz ~Lle sc•t:•repf"e>d1.1cer. el rnetat•olito, se les dE!t.ermina ~-1.1 

D.O a 1~ li:.•n91-::.1.1d de onda ~ztablecid" y ~e ir1terpolan l.;,. 

·:ir~ficeo de la. Cl.H"Va pat .. r.~w1 det.err11inandose c1..,anto prod1.1ct...:a hétY 

er1 el medio t2:·. 
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:u. 083ETl:VOS. 

l. -Obtener cepas mutantes de ~!...áY.~'t:!li.1!. sobreprodllc:toras de 

metionina resistentes a an:.logos de esta. 

2.-Determinará la concentración adecuada de la fuente de carbono 

para enriq1_,ec:er 11tl medio mln1rno para -=1ue crezcAn la:: mutantes .. 

3.-Estandarizará la t4c:nica de complementacidn auxotróf'ica. para 

cuantificar· rnetionina. 

4.- Determinará las concentraciones óptimas de nitróg~no y 

~=u~re para obtener el mejor rendimiento de axcresión de 

metionina. 

'5. -Valora.e ión cue.ntl. tat i va. de las cepas mut.c;int:es sobreproductor·as 

d~ metionina. 
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III.-SELECCION DEL MICROORGANISMO. 

Por lo ya rnencior1ado. es de vital importancia la C'-ddadosa 

selecci~•r1 del m1crc.or9ar1ismo ir1volucrado en el presente trabajo~ 

q1.1e pretende la obt.enciOn de cepas hiperprod1.1ct.c•ras de rnetionina~ 

•.1t11 izando la técnica de rn1...1tantes regulatorias. Pc•r lo -=iue 

imPc•rtant.e tc•rnar c1.1.;-n·1ta las si91.1ientes cc•ndi•=ione:=: 

c1.1est.10r1. 

2. -Que los m1crc•organisrno:: f:.er19an un tror1C:l com•.'tt"l en las v1as de 

s1nt.esis de rnet.Íc•n1na. 

3. -GH.1e los mecanismos de regulación de la v1a sean simples y 

t.en-;s-t"l el menen· r1(.Hno=.:ro de enzimas regulables. 

4. -Gh.1e: las cepas obtenidas sean estables para qLie ?errnit.at"& el 

desar·,.01 \o de LU"l proceso t.acnico y ecor-.ti1nicarner1te fact-1ble, '=1'-'e 

compi t.a con los q.,,1e e:.-isten actualmente. 

5. -Gk1e la cepa con la q1..,e se trabaje no sea pató9et'li0\. 

Tornando en cuenta l~s cor1sideraciones ar-.teric•res. hernos 

decidido ~1tili=ar la cepé'\ deª~ ~'dl;!~i.!.i.a 6633, ·~'-'e cumple las 

condicion~s reqL1eridas Y of'rece la venta.Ja de t"IO ser patógeno, 

ir'lfección, sin embargo· de t.ornar en c1..1ent.a que la personfl 

afe•=tad~ era un alcoh.:!•l 1cc• Y drogadicto. 

Ot.ra "et-.tcda que ofrece est.e rnicr·oorganisrno es que crece en 

rnedids simples y sOlo reqL,iere de una fuente de carbone•, para 

crecer. 

-~- -. -... -- -· . - .- --- -- . - - -- -- . 



IV. MATERIALES V METOl>CS. 

IV.A.-CEPAS BACTERIANAS. 

~ª~tl!Y~ ~ygtlliá §~~~~ 

~~~O~c~~bté ~g!~ Q~~ª ~ªti~t~ 

Ambas del .::epario del labor·atc•rio de Bic•t.ecr;olo9ia de la FES-e.. 

:rv.e.-PROl>UCTOS QUIMICOS V BIOLOGICOS. 

a>Aminoécidos (de la -:,er1e L>~ anc\.lcogos y azL'ICares (de la 

~)~ fueron adquiridos de Si9rna Chemical Co. St. Louis Mo. EUA. 
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b)Las sales or·9~nicas e 1no1·q.t.nicas, a.c1do:., bases y :zolv~ntes 

so1 .. de J. T. Baker-, Mextcc•. 

c:>Los cornpor1et·1tes d.; los rnedi..:is de CL~ltivo sor1 fabi"icadoz. por 

Etioxon de Mo!:Xico, úaxaca. Oa~:acE<... 

d>La N-rnet.1 l .N-nitro,N-nitroso9'-Hmidina <NTG> fL1é c.dquirida de 

Aldrich Chernical. Millwakee WI. ELIA. 

e. -M.adioz de CLlltivo .. 

Pei.ra el cre:cirniento masivo de la cepa se uti 11::::0 el medio de 

Lut· 1a-Bertrar-ii ( 18). 

Para el crecirnient.o en medie• rntnimo, $e usó el medio de 

Robinson 10X (ql.te cor1tiene fosfat.o de potasio monobt..sicc· 90 g, 

sulfato de amonio 25 9, es.tc•s do:; c:ompor1ent::.es se r1e1.tt::ral izarc•n 

con NaOH hasta pH 7.4, sulfato de magnesio 1 g, sulfato de cobre 

m9, sulfato ferroso 100 rng, clor1.~ro de cobalt.o 1(1 rn·~. cloniro 

d.:: rnar19aneso 1 rn~. aforar a 1 lt. con a91.1a destilada; de este 

rnedic• toman 100 rnl y se lleva1-. a 1 lt. total de rned10 dt:: 

c:onc:entraciór1 IX. 
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IV. C. -ELECCUJN DE LA CONCENTRACION ADECUADA DE LA FUENTE DE 

CARBONO PARA EL CRECIMIENTO DE D~ §~~il!~ EN flEJ>IO MININO. 

El Crecimiento de microor9ardsrno en un medie• que stilo 

contiene sales. req1.1iere la adiciOn de 1.1na fuerit.e de carbc1no, q1.1e 

b i er1 PlH~de ser un azUca r. 

El procedimiento empleado para analizar cual set"!a la 

concentraciOn adec ... 1adc. de: f'uent.e de carbono para el cl'"ecimi ent.o 

de f;!:. a~Q.t!!!.¿:. se real izó de la si9uient.e manera: 

aJ En tres matt·aces. qw:: contenían medio minimo de Rot•inson IX, se 

le a'aregó 9ll.1C'osa a las si91.1ientes concentraciones 1. o. 3. O, ~.O?.. 

b) A otros tres mat.races con medio, se les a9re9arc1n las mismas 

CC•r1centraciones~ pet·o el azl!1car f1..Íé sacarosa. 

rnatrac::es inc•culados se tornaron 1n1.1est.ras cada 2 hrs de 1. O rnl y se 

les midi¿, la t.1,.1rbiedad en un espectroTot¿•met.ro a 590 nrn; los 

matraces se ir-1ctibarón .::on agitaci¿•n a 28 C y 100 rprn. Este 

procedimiento se llevó a cabo pot· 1.m lapso de 12 hr~. 

IV.D.-OBTENCION DE ltUTANTES RESISTENTES A ETIONINA. 

Para e:l proposit.o de obt.erier 1ti1.1tantes resistentes 

etic•nina, F1.ié necesario conocer la suceptibi 1 idad del e,!. ~·.!l:!.!:...ll.i~ 

66.:-.:J a este análogce -toxico de met.ioninél Cver tabla Vl. Con es.te 

_ objetivo, corrió m1nirna c:oncent.ración 

inhibitoria CM:IC). La pr·ueba anterior t.ier1e ccomo finalidad 

cor1oce:t· la concer1tracibn a la c1.1al el anttlC•90 es tto·...:ico y se 

Llna ve::: .:i1.1e se tenga la conc:entraci ón adecuada, prepi!.raron 

cajas de medio rnlnirnc• rntts 9h1cosa· y ar1ttlc•90. 

Posteriormente se espat1.1larC•n O. 1 rnl de una suspensi61·1 
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bact.eriana de 24 hrs de ª-!..á'dt;!t!.!.i'§: 6633~ y en el cent.re• d.a la 

caja depositaron 5 mg de NTG; posteriorrnent.e las cajas se 

incubaron a 2E: C por ur1 tiempo de 72-96 hr·s tiempo req•.~eridc• para 

el cr"ecim1ento de las cepas resistentes a est.e aric\logo. 

De las colonias q1.1e crecieron se aislaror-. J as •=llle se 

encc:•ntraban rnas cerca •jel halo de inhib1ciO:•n del •=recirniento. En 

cajas que conten1an los component~s antes mencioriados, 

resembraron las co'lonias que mostrar-on res i st.ent.es 

etior11na, la resiernbt"a se llevo a cat:~o ccir·1 la ayuda de F·ali.llos 

esté:ri le:s. 1.n-1a vez sernbrade:i la caja n1.h:va se i ncub& a 29 C por 

24 Hrs (14). 

IV.E.-EVALUACION DE METIONINA EXCRETADA AL MEDIO. 

eval1.1ación de la capacidad de hiperprod1.1cc16n de 

rne:t.1onina er1 cepas rn\.,t.c..ntes de E!.:. g.!:iti!·.il.!~ ,...esistent.e~ a etionini!\, 

llevó a cabo de la si9\.11er1t.e rnar-.e,...a: Las cepas f~terc•n crecidas. 

medio rninirnc• con 911.,cc•sa al porcer1taje adecuado. hast.a unü D.O 

=1.5 a.. 2.0. El cultivo as:t ot•tenido se centrifl,9&. y se elimina 

la Pastilla. cantidades variables del sobrenadant.e estéril se 

af-'1aden a un tl'bo y se le agrega la cePa rnet (-). ir1cl'bar 24 hrs Et 

37 C y medir la D.O a 590 nrn e interpolar en la curva patrón <Ve,... 

t.abla v:u. 
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IV.E.1. TECNICA PARA DETERMINAR METIONINA POR EL METODO DE 

COMPLEMENTACION AUXOTROFICA. 

1. - Medio de Robinson· 1)< "t • Soluciór1 A. 

2.-Soll1Ci•!:w1 de gluco~a ?<l l~C• ;,~ • SolL1ciC•t"l B. 

::~. -<::>olL1c1t:.n de met10111t1a est.!indar a l~ cor1centración de 1. O rnM. 

Sc:•luc1•!:•n c. 

5.-A91.1a d~stilitda estéril. Solución E. 

6. -Sobr·enc.dantes estériles de las mutantes resistentes los 

analogc.s t~·xicos, y q1.,e se les va a dete..-rn1nar la pt·od1..1cciór1 de 

rnetionina. Solución F. 

TABLA No. VI. PROCEDIMIENTO PARA LA ELABORACION DE LOS SISTEMAS 
PARA LA CURVA PATRON DE MCTIONINA V LOS SISTEMAS PROBLEMAS PARA 
DETERMINARLA EN LOS SOBREJl!ADANTES. 

2 3 6 A 

S:col. A (1.A}) (1.1 o. 1 o. 1 0.1 o. 1 ü.1 o. 1 o. 1 

Sol.8(L1l)
0 Q.05 o.os o.os (t, 05 o.os o.os o. 05 O. O'S 

Sc•l.C:(LJl) o. 01 o. 02 0.03 0.(14 o. 05 (l. 06 

!=inl .Dh.11) 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.1)2 0.02 o. 02 

Sr.::•l.E(ul > O.E:.:,. o. 82 0.81 o.so 0.79 o. 78 o. 77 0.73 

.;.ol. F <UD 

·1· ce.me• ·~l rnedio dE:- Rc•binsc•n $'.e prepara 10(<:, es decir cor1centr~.do 



rv.F.-ODTENCrON DE MUTANTES ETIONINA <r>~ NORLEUCINA (r). 

L& cepc. Et Cr) cc•n m~s alt:a F·ri:od1.1ctiv1dad fl1e sc·rn~r.1da c. 

pruebe. d~ so::-nsib11 idad ;:.. r1or· leuc1nc., le. rnoat.odc•lco9ia a ~rnPl°"'a1-
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Si mi lcw la plant.eada i=•ara c•bt.ener mutantes etior.ina <r>. la 

l~ni ca vc.r i ant.e f1.1é o=:! c.r"lc.i.Jc.9c. 1.1t i l i::ado y las cc•ncentraciot"les: •=i1.1e 

deber<:\n ser mayores. 

La P•·ueba de MIC c.1 i9•Aal ql1>: eri el e:>{¡::•erirnerit.o ant.er1or 

q•Ae en caJas de rned10 1nir11mc• m~s glucosa y la cc•r1cent.r·aciOn 

c.decuada de ncir l e1.1c i t"li?I eEpatulb 0.1 ml de 

bacter1ano de le. cepa con rn~s alt.c.. prod1.1ccibt'r y q1.1e et 1Cit"ll t"1;:< 

re~ist.ente. post.eriorrnente el centre• de la caJa le 

adicionaron 5 m9 de NTG; ir1c1...1bar 28 e por 72 e:, 96 hrs. 

Las cc1 lcw11a~ -:¡1.1-=- ,- .. ~sult.ei.ron rE-slstentes y ~obr•::.:vivierc•n 

f1.1eron resembradas en cajas cor1 los misrnc•s ingredientes y por la 

metodologla desct· ita ar.ter lC•t·rnente ze ir1cubarcw1 a 28 C por 24 

Hrs. 

Las cepas obtenidas se les eval1.1ó la prod•.1cción de rnetior"'lina 

rnediai-1te el proced1tnii'::r1t.o ya descrito y se =:eleccior-.O la de tnayc•r 

prc•ducciOr1. 

IV.6.-0BTENCION DE MUTANTES ETIONINA <r>. NORLEOCINA (r) Y 

SlA...FOXIDO DE METIONINA <r>. 

N1.1evarnente la cepa c•:•n mayor producl iv1dad ~e le 1=-·r·act.icO un 

an~lisis de MIC a sulfOx.ido oje rnet.ionir1a <Srn> para establecer la 

concentraciOr1 adec1.1ada para la s-:lecciC•n de la mutante resistente 
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La rnetodolog:fa es sirni lar a la empleada pa1·a et.ionina. y 

además., la variante ft.1é la concentración de análogo 1.1t.il izadas, 

q1.1~ resultaron ser rnu•=ho rnayores que las ant:.eriorment.e empleadas. 

Uno. vez q1.ie. se c1..1enta con el dato de la con•::e1 .. t.re1citb1·1 a la c1..tal 

se pueden C•bten-=r lós 1n1.tt.a:ite~ resist.er1tes a los tres an~logc•s se. 

n:=·al 1::0 lo s.iguiente: Et-. cajas de medio mlnirnc• se espat1.1laror1 O. 1 

rnl de •.ir. c.1.1lt1vo bacteriano de 24 hrs de la cep.=. Et. <rl, Nl <1·), y 

que es la di!: mayor prodt.tcci~·n; el medio conten:la ad~m<'.s 9lucosa 

al 1 % y la conce11tr·aciór1 adecua.da de ~lllfó:-~ido de rnet.io1-.1na, 

el centro de léo! cajo. se le colocaron 5 rng de NTG y se inct.1baron a 

28 C PC•r 72 d 96 hrs.. 

Las •=olonias que lograron sobrevivir f\.1eron resembradas en 

c:aJas q1.1e conten1an los mismos in9t·edient.es de la misma. manera y 

se• incut•aron a 2$ C pc•r 24 hrs. Una vez que obtt.Nimc•-=> las cepas 

rn1.1t-ant.e~ de !i..!.. S!JQ!!.!1.i§- resistentie: a etic•r-.ina. norle1.1cina, Y 

sul fi!•xido de metionina $.e les pr"acticó la pr1.1ba par· a deterrninar 

la prodt.k.ción de rnetionina por la toécr1icü 1nio:t"obioló9ica. 

IV.H.-DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE NITROGENO Y 

AZUFRE 

METIONINA. 

NECESARIAS PARA OBTENER UNA OPTIMA PROl>UCCION DE 

-El procedimiet ... tc• realizado para obt.ener la cant.idad de 

r1it.rb.geno adec1.1ada, para 1.u-1 óptirno rendimiento de met.ior1ina fui!: 

el si-;iu1e1-.\'..e1 La rn1.1t.at"1te q1.1e dernost.r·t.• Ler la mt.~ efic:ient.e 

prc.d1.1ct.ora de rnetior11r1a y q1,.1e es resister-1te a rnbs de un Elnt..1090 

tbY.ic:o, se sornet.1ó a c:recim1ento en medios rninirnc•s q1.1e c:onten1an 

la cantidad de nitrbger"io disrnit"iuida er1 un 5(1 ~: CC•t"I respecte+ al 
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medio t"'lorrnal. otros cor1 el 100 ?: arriba del medio normal, Y 

rna.nteniendo la conc:er1trac1¿.n de EoZufre constante .. 

Para podo:r dismir11.Jir las concentt·aciones de nitrógeno se 

)"ll:::o necesario s1.1stit.\ .. ur la fuente de ese cornpone:nte en el medio 

normal. da.de• ~ue este es $Ulfato de amonio y s1 disminuimos 

aumentamo5. la cantidad. irnpl 1c.i t.arner11:-c est.arnos var icw1dC• la 

concentrac1bn de azufre. El s1.1stit1.1y.ar1te fi.1~ cloruro de ~rnonic• 

come• f1..1er1te de r1it.rtigeno er1 esos med1os 1 dadc• q1..1e este no ir1fluye 

le-. ccir1cet"ltraciOñ de a::::uf"re. Para rner1t.ener cc•nstante la 

concentración de azuf're y dado que se sustituyó el sulfato de 

amoniop se utilizó en lugar de ést.e sulfito de sodio como fuente 

de azufre alternativa. 

Los experirnentos antes c1 tados se compararon cor1t.ra '-'no que 

conter11a las carit.idades de r1it.r09eno y azufre especificados et'I el 

medio de Robinson IX. 

De i9ual manera se corrieron ot.r-os experimentos para 

determinar la concer1tracion de a:;¡::1..,fre riecesairia para c•btener 1.1na 

óptirna prod1,.,cciór1 de rnetiot-iina. El procedimiento ernpleado fué 

sirnilar al anterior. sólo que aq1,.d se varió la cantidad de 

sulfito de sodio como fuente de azufr'e y se mantuvo constant..r, la 

de cloruro de arnor110 cc•mc• fue1·1te de r"11 tr·C..9-::nc •• 

Los micrc-or·9an1srnos fue1·0t"I crecidc•s er, estc•s medios 

rnodificadc•$, deterrninb la. 

ca1"1t.1dsd de met.ionina E:)(Cret.ad• pi:·r· li< met.odolo91a descrita 

pr·ev i ament.e. 

J:V.:1.-0BTENCJ:ON PE LA CUIVA J)E CRECIMIENTO CONTRA PRODUCCION. 

En 2S ml de 1nedio de Luria se ~embrb una asada es.peza de la 
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mutar1te cc:•n mayor prodt.lcción y se incubó en agitación por 24 hrs 

a 28 C.. 

Del cultivo anterior se tomaron 10 ml y adiciot"laron 

1(10 ml de medie• rn1nimo de Rc•binsc•t"l rn~s 1 :-; de 911.,cc•sa. Se t.c•rnaron 

er1 2 t1.1bos m1.1estras de 1 rnl ~ une• de el los se leyb la t.1.u-biedad 

S90nm en el espect.rofott:•metr,_-. la otra muestra se centr i f'1.190 y se 

separt• el -sc•brenadante, el c1.1al se ester i l 1 :zó y refri9erO. El 

re~t-o del c1.1ltivc, se rnar1t.l1vc• en asit.ación a 28 c. 10(1 rpm 

tomaro,., rnuest:ras cada 2 hrs y se repitib el Procedimier1to de 

rni..1estrec•. 

Cuando 'se- observó que la turbiedad ter1d1a mantenerse 

constar1te se par~. el exper irnento, y a los sc•brenadantes estériles 

!:e ·tes determinC• la c¿.r,tidad de metionina q1.1e contenl<d"l mediant . .: 

la técnica microb1ol~·9ica. Con los resultados C•btenidos 

elabore!• 1..4na grc.\fica de D. O contra tiempo CT>; tanto de las D. O 

del crecimiento del ~E~!.l.!.'=12. como las D.O de las determinacior1es. 

de rnetioninE<i~ 

Los datos anteriores de crecimiento y producción permiten 

est.ablecer las cineticas del proceso prc•d1..,ctivo~ 
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V. RESULTADOS. 

V.A.- OBTENCrON DE LAS CINETrCAS DE CRECIMIENTO PARA 

DETERIUNAR LAS CONCENTRACIONES OPTI-S DE AZOCAR ~ FUENTE DE 

CARBONO PARA EL cu... nvo l>E LAS CEPAS DE !!~ ~i..~.!1.l:i 6633. 

Come• se e.preciar. e11 l.:1 'fi91.1ras 4 y 5 el crecirnier-.to que 

-=:>-.:per·imenta el ª~ áY.'2t.!.!.!.'§ 6683 t.iene 1.ma tender1ci~ lo,;1C1ritrn1ca y 

la velocidad de crecimiento no es depend1ent.e de Ja concer1traciOt-. 

de az•.1car. Y el rn1croc.,.9an1smo se.- cornporta de i91.1al manera 

el rnicroorgariisrno 

la:::. 

ccw•centraciones rntts bajas de azt1ca1·. 

V.B.- OBTENCI<»I llE ,.,,-ANTES DE~~ ~!i.!.!~ RESISTENTES A 

ETIONINA. 

Para obtener· mutantes de ª-!.. -&'=!t!t!.!.i'§ res1st-ent.es 

realizarnos MIC. siguiendo el procedimiento descr1tc• en 

rnater·iales y rnetodos; er1.::or1t.1·amo::. qL1e la cc111centrac10n adec1.1ada 

para obtener esa~ 1n1.1tantes es de ::-to rnM de etic•rdna Cver tabla .ff 

VII). 

v.c.- l>ETERMIHACrON l>E ME"UONrNA POREL llETOl>O DE 

COMPLEllENTACrON AUXOTRFrCA. 

Med1c.nte Ja metodolo91.a de~crita previamente se elaboró \.lna 

CLlrV~ patr~·n para que sobre ella se irit.erPolat"an lo5 resu!t.ados. 

de densidad óptica de los sobr>2riadant.es problemas. 

Los r-esul tados del estand~r de reFerencia fueron 9raf1cados 

y aJL,st.eidc•s por regreslb11 lineal <Ver flg. :·O. 



CURVA PATRON DE METIONINA POR LA TECNICA DE 
COMPLEMENTACION AUXOTROFICA 
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CURVA DE CRECIMIENTO A DIFERENTES CONCENTRACIONES 

DE GLUCOSA (l. O, 3. O Y 5. O%), 
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CURVA DE CRECIMIENTO DE B. SUBTILIS 6633 

DIFERENTES CONCENTRACIONES DE SACAROSA 
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TABLA VXI .SUSCEPTIBILIDAD DE LA CEPA 6633 DE ~~á~~i§ A 

ETIONINA. 

CONCENTRACIOM .DE 
ETIONINA <rnMl. 

CRECIMIENTO. 

10 

+++ "' Crec11niento &bLW1dant.~. 

++ Creci1n1ento evidente. 

Poco cr·ecirniento. 

20 40 50 60 

- = No /iay crecimiento. 



Dado que la prueba de s1_1scept.it•il idco.d m1..1estra que. 

concentracibn de 20 rnM el crecimier1to es rn1.1y esC<;iSO, 
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c;:..bria 

pensar qr.1e a c•:.ncentracitw. de .25 rnM y.;. no hay crec1rni-=r1t . ..:• Y 

por tanto util izar1do Lw1a coric.:r1traciOn ::.uperior a la c1.1al 

inhit•e el c1·ec1rn1entc• pc1dernc•s est.ar seguros de qr_1e las cepa~ q1.1e 

logren crecer ha sido por que har1 mc•dificad•:i 

rer::ot1ocirr.iet·1t.c. hacia rnetionir1a y et1c•ninc.. Pc•r le• que, t.c•roand•:o et"I 

cor"isideraciór1 las mL1tantes 

esco91rnos una cc•ncer1traci<!1r. de anal•:igo de ;JI) rnM. 

Utilizando t.ecriica 

descr1 ta c•btuvirnos 30 cepas rnut.ant.es la:=. cuales dern•:ist.rc:trnos qr_1e 

er.an resistentes .:.l arralogc •• de esas sOlo t..r·es rnc•straban pr·c·d1.1ci r 

rnetior.ina e11 1nayor cantidad GlK: la cepa parental; esto se ptiso de 

rnanif'i~st.o por rnedio de la té•:nic"" micr·obiolósiica par-a det;.ermitiar 

rnetionina <los res:L1ltados obt.enidos se mL1est.ran es la tabla tf 

VIII>. 



TABLA vnr .PROl>UCCZON y RENl>Il'UENTO DE IETZONZNA POR LAS 

CEPAS ETZONZNA RESZSTENTES. 

CEPA 

~.=... á'dQt.!.!.i2 

6633. 

DJ1224 

MC3321 

PRODUCCION [lE 
METIONINA 9/ l. 

<,O .. 0031 

0.0200 

0.0632 

RENDIMIENTO "·· 

fl. 0310 

Cr. 200(1 

0.6::.i20 
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El rendirnient.o ~e d~f'ine como 9rarnc•s de rnet.i or1ina producida 

entre gramos de sustratc• cc•nsurnido, y por 100 para expresat·lo 

por ciento. 



TABLA IX. susa::PTIBIL.Il>AD DE LA CEPA MC3321 DE 1!"~ ~~ti!!~ 
A NORLEUCZNA. 

CONCENTF<ACION 
DE NORLELICINA 

CRECIMIENTO ++++ 

15 25 35 45 55 so 

39 

El si9niF1cado de+ o - es el mismo ql1e el mostrado en la tabla 
VI. 
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Los resultados anteriores demuestran que la cepa MC3321 

la que prodL1ce mb!:, .meticonir· •. a. de este modo, a est.as cepa se le 

realizó ot.ra prL•eba de sens1bil1dad a otrc+ ;:,.nc1.logo de metionina, 

norler.1cina (ver f'i9Ltr,a I::<>. 

La pr1..1eba anterior m1.1estra c¡ue para q1..1e ot•t.~ngamos las 

mutantes resistentes eticw11r1a necesar1c• 

'-'tilizar r.1na concentraciOr• minima de norle1..1cina de 45 rnM. 

Pc•r lo q1.1e el procedim1errt.:• de obtención de rm.1t.antes se 

concet·1trac1i!:·r·, d~ 50 rnM de norle1..icina. 

Con este Pl"C•cedimiento c•btuv1rnos 25 mut.antes 

resistentes a lc•s dos an~logc•s, a los c•.1ales les eval1.1a1nos le:, 

prod1..icciOn de metiot11na e~,cretada y encoritramoz qr.h~ •.ina de el las 

prod1..1c1i:i mas rnetionina qL1>? la cepa parent.al. y cinco .je es.:.s 

l l e9aba 

siqµ1era ha ser i9L4al et'l cant-idad a la cepa et..ionina resistente 

con rnayor producción por lo '=1Lfe las descart.arnos; en la tabla X, 

pue!den apreciar las cepas de mayor· producción~ co1nparadas cor• 

la cepa. parentc..l. La evaluacibn "fué- hecha mediante la técnica 

rnicrobiolbgica descrita anteriormente. 

A Ja cepa de mayor producción. se le practicó tma pr1.,eba. de 

sen:;ibiJida..d a Lm tercer análogo qL4e fué sulfó>ddo de metionina y 

re;:..lizi:!• con la rnet.odologla descrita anteriormente <ver tabla 

XI>• 



TABLA 

CEPA 

MC3321 

SG1612 

* 
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X :PRODUCCION Y RENDIMIENTO DE METHJl>IINA POft LAS CEPAS 
SILVESTRE, ETIONINA Y ETIONINA-NORLEUCINA RESISTENTES. 

PF<ODUCCION DE 
METIONINA 9/ l, 

<0.0031 

0.0630 

0.1722 

RENDIMIENTO *· 

0.0310 

o. 6300 

1. 7220 

El rendimiento f't.ué' def'inido en la tabla anterior. 
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TABLA X:t: qtlSCEPTJ:B:tLÍ~ DE LA CEPA SG1612 l>E Jh l;!!l>J,!ilé 
A SULFOXXDO DE PETXONXNA. 

CONCENTRACION 
DE SULFOXIDO DE 
METION!NA, 

CRE'CIMIENTO. ++++. 

20 40 $(• 100 110 120 
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El use• de lCt roetodolc9ia ant.er·ic1r nos permit.iO est.ablecer 

que la conc:entración ÓF·t1rna p~ra s.ele~cic•nar las triples rout.ant~s 

f'ué a la conc:ent.ración de 100 rnM de ~1.d Fó>dclo de metic•r11ria y o;:sto 

rros. permitió obtener un total do.:: 30 cei::·as rn1.1t-Eont-=.s de las c1Jales 

al eval1,..1C(r la Prc•dtJC:Ci~·n de rnet.1onin& or:rii::ont.r·c:~mo'.!. q1.1--=: t-iin,,;11..1na d>!!: 

m1.1tc;..r-1t.es. pr·od1.1c:i'~n rnet.i•:.nina~ decir~ dejaban de 

sobreproducir el arnino~cido en c1.1estiór1. 

f'or tar1b:•. par¿.¡ continuar r.:on <l-1 trabeo.jo, 1.1ti l izamos la cepa 

dc•blernef'ff:.e m1.1t.ant-=. 

V.D.-DETEJl1'1INACION DE LA CONCENTRACION DE NITROGENO V Aiuf'RE 

PARA OBTENER UNA OPTIMO REHDI"IENTO. 

Si91.1iendo l" rnetodc• l og :fa descrita, 

res•.1lt~dos ci1..1e se rnuest.ra.n er1 Ja tabla XII y 

aP:rec1a q1.1e -al tneJor ro=::r1dtrn1.anto s=.e obt.1ene 

los 

leos que 

~l rrredic• de 

IX. y que loa. rnedic•s en lc•s qt.1<:? se v~riar-orr las 
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TABLA XII, - DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES OPTIMAS DE 
NITROGENO Y AZUFRE PARA OBTENER UN ME ... TOR RENDIMIENTO. 

CONDICIONES CONCENTRACION ' PRODUCCION RENDIMIENTO 

Nitr09e:-io so " ( - l 
Azuf're. constante. 'º· 0031 9/L 0.0310 

Nitrbgeno constante 
Azu'fre. 50 :-: (-). o.oso 9/L o.sooo 

Nitró9eno 
Azuf're. constc..nf:.e. 0.172 g/L 1.7200 

Nitrb9e1-.o 10(1 ;..: (+) 

Azuf're. constante. 0.070 9/L 0.7000 

NitrOgeno cc•nstante 
Azuf're. 100 ;-; (+) 0,143 9/L l. 4000 
-----------------------------------------------------------------
(-) Disrnin1..lido cor1 respecto al rnedic• normal. 
<+> = Awnent.ado con respecto al rnedio t"lonnal. 



V.E.-OBTENCION DE LA CINETICA DE 

PRODUCCION. 

45 

CRECIMIENTO CONTRA 

Para obt~ner la cir"1ética de cr~cirniew1tc• contra prodr.,cc:ión se 

renl i::::O con las concentrs.ciones del medio de Robins.on IX, y esto 

nos permit.iC• ci.,al ere.. la tendencie1 entr-=i ed crecim1e:nto y la. 

prod1.1c:cion ver fi91.1ra No 6. Y se observa que el rer1dirnient.o 

dei:-ende del crecimiento P•Aas si el Ji!!. §':!gt!.!.iá ha crecidC• pc•co el 

1·endimientc• es bajo. Y s1 el crec1rnient.o es alto el rendimiento 

tarnbiibn es altc•. 



CINETICA DE CRECIMIENTO Y PROOUCCION DE METIOTINA 

DE LA CEPA SGl612 DE B. SUBTILIS Y QUE ES Et~ KJ~ 
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VI. DISCUCION DE RESULTADOS V CONCLUSIONES. 

crecimiento crecirnier1t.o tipo 

logaritrnico. 

Tambi4r1 se aprecia que en el caso de •;;1lucosa como f"lh:~nt.e de 

carbonea, la velocidad en el cr·ecimiento es rnayc.r c:Ltar1do $E: uti 1 iza 

t.u+1a mayor concent.raciton de ese prod-..1ct.o, y aunque las c1.1rvas 

C•bt.enidas con concer"1tracior1es inferí ores SC•ti mqy pc.t·eci das el 

t.iernpo regueric;t9 es rn~s prOlongado. 

Cuando 

que la 

1.1sa sacarosa corno fLtente de car-bor-10, se observa 

de crec1mient.o es si mi lar· la~ c•bt:enidas con 

9lucosa, y en estE: caso se obtiene un mejor crecimier1t.o cor1 la 

cor1c:entraci6n rnés pequet'ra ( 1. o ;o. QLtizas est.o se deba a g1.te li.< 

sacarosa es un disacérido y para que este puede ser 1.1t.ilizado, 

tien~ -=11.ie ser desdoblado 9lucosa y fruct.1..1osa. atnoent:.ando con 

el lo la concent.r·acitrn de la fl1ente de carbone•. 'r' aL1nqL1e en las 

conc:entr·aciot'"les de 3. O y 5. O /. oc1.1rre lo mismo, la velocidad de 

crecimierrto se afectada por otros factoresr e:nt.re los que 

.destacc:~n, la conce1-.t.racit!•n de oxt9~no dado que este 

microorganismo es 1..1n aerobio estricto y poi· otra parte, el pH del 

"medio d~ cult.ivc•. 

En el caso de 9ll1cosa, el microorganismo reqLliere de mas 

azt1car, pLtes esta E=S lln rno1-.osac~1·ido y la bact.e1·ia lo uti li::a 

directament.e por .::¡~1.;o es mt..$ se1·1ci l lc• y lo ao;1m1 la cc•rno t.al, no 

ast s~carosa ·~•.1e pé-lra ql1e pueda ser- as11n1 lada tiene que 

desdoblarla en dos rnonosacc\r1dos. 

Por t.anto. dado ql1e no podemo~ •=c·ntrolar adecuadamente la 
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c:onc:er1t.r~cidn de oxlgeno en el matra= de cult.ivo )t es.ta va 

influir el buen ct·ec1mient.o de t'luest.t·i:i micro.:wgani-=:mo para 

nuestra fase e>,Periment.al 1..it.ilizarnos; rnatraces del mismo voll.!1men, 

Ja m1sma cantidad de rriec-dio y de inbcuJo y la concentraci6t'l rniis 

r.•ado qr.ie nosott·o$ no t.eniamos ccw1ocimi>:!nl·.o de esos 

par~rnetros, 11' 

concentración de az1,,'1c;ar rn~s:. baja, que es de 1. O /. 

La dete,..rninaci011 d« el met.odo de 

complemenl:.aciOn auxotróFico;.., el crecirnient•:. tiene relación 

lineal con respecto a la concentrac1ón, er1 •.1n rat"l90 de 100 uM 

hast.a un rari90 de 600 uM, fuet"a de ese rongo su reJa.-:iQn ya no 

line&;l, por le• q1,,1e sugerirnos PCira si st.emas con mayor 

c~nc:entración óptica realizarle diluciones. para que leos sistemas 

queden deritro de la zona lineal. Por otra parte podemc·s decir que 

éste proceso es espe:-c:l f"1cc•. b1..1eno sencillo y f"ttci l de real izar si 

La técnic:a empleada para la obtención de laz cepas mutantes 

nos perrni tió obtener llt"l bl1en nL~mero d~ estas y aunq1..1e aJ9ur1as de 

ellas no produclan metionina~ esto era de espP.rarse. p1..1es a1.1nql1e 

la rnutac:idn es selectiva para un sit-io esPec;t"fico, puede ser que 

tambien hayan mutado en otr'as. regiones de la misma u otra v:ta y 

como consecuencia provoquen un bloqueo en la ruta y es ten 

desvic.t'ldo poi· ott·o c:arnino. que no lleva a oz;intet.i:zar rnet.ior1ina. 

Por otra, parte tamb.:ten puede ser q1..1e la mutación no haya 

sido tain drástica y que el micr-oorganismo este rev.aortiendo a Sl1 

estado silvestre, y eso traiga corno consecl1enc:1a q1.1e no se 

detecte metionina p1.1es Ja quo:.i produce es zolo Ja que re-quiere 
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para sL' met.abol ismc•. 

Perc• Eu.'Hº• con. este tipo de contrat.iernpos se obt1..Nieron 

mutantes resistentes a et1onina y q1.1e sobreproducen m~t.ionina 

producian 172.:2 rn9/l. Lo cual nos 1·1i=o pensar q1..1e si obte:niamos 

una m1..,t.ante resister1t-e a tres anc.\lo9os de metionina podiamos 

tener rnejores rendirnientos de ese aminoácido, Pero la práctica 

d~rnostrO lo cont.rario. pues· se obt1.wiero1., 30 cepas 

etionina, · nc•rle1.1cina y st.1lfó>cido de rnet~ionina y 

n1n9t.ma de el las producla metio1·1ina, lo cual nos llevo a pens~t· 

que la co1·1cer1traciót'l ut.i l izada para la selecciór1 de las mutantes 

resist.a:ntes los tres análogos fué demasiado drástica, q1.1e 

atrofió complet.a.mer"!te alguna'!'. enzirnas de la via y prc•vocendo con 

ello el blo~ueo de la :=:1ntesis de rnetion1ni'\, o que el análog•:i 

Con lo q1.,1e respecta a las mejores cc1ncer1traciones de 

Robinso1-. IX, las rnás adec\.1adas. Eso no q1.1iere decir que un 

exceso de r;it.r09eno y/e.• azufre la bact.eria muera. sino que al 

conti-ar io, entre mayor cantidad de estos compcm~ntes h~ya. 

esperctr\a ur,;:... rnay.;.1· c;..nt.1dad de moi:'tic1n1r1a, pl1es t.ar1to t'iitrl•9e1·1·:• 

ernbar·g~ •• se re·~1.,11er·e mant-eno::r· la relac1t•n C/f.J q1.1~ lr:t c~ll41a t.1e1·1e 

las 

limitante$ son el C•><fqe1-.o y la ft.iente de car-be.ne•. est.c--::~ se a9ot.en 

y provoquen -:¡ue el microorganismo:• espor-•.1le y det.enga 

TESiS 
!Jf tA 

~Jo nm~ 
dlBUBTECi;i. 
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met.abo l i smo, aun hab í er1do 1..m excesc• de N y S ~ 

Por otra parte. c1..1ando se t1en~n concentraciones de 

rlitró9enc• y azufre d1srnir1uidas, s.1 se produce rnet.ic•nina, pero la 

Cantidad puede ser t.ar1 r:·eq1..1ef"ía y esta la 1..1ti l ice la bacteria para 

espor1..1lar y por eso se observe que el tiernr:·o de esporulación sea 

m&ls corto q1.1e cuaw1do se crece la bact.er i a en medí•:> con 

concentraciones 

Tomandc. conS;ideración los rest.1ltados obtenidos, 

det.errnir-.aciones de las cc•ncentraciones ~·Pt irnas de nitroge~o 

a:ufre y los res-.1ltadc•s arrc•Jados por la cinetica de crecirnien+.:o 

cont.ra prod1.1cciOn. Podemos especular q1..1e la excreción de 

metionir1a sigt.ie el cornF·C•t"t:aroient.o de 1.1n met.abol ito prírnar10, pués 

e~cret.adc• a rnedi da q1.1e el 

mfcroor9anismo crece, y cuat-idc• ~st~ eritra en fase es.t.acior1aria, 

ir1cl1.1sive disminuye la concer1tracit:!•n d~ met.icir1ina~ .;:¡1.1i::as corno 

consecuencia para 

mant.enerse lat.er1te en el est.ado de espora. 

Por tanto, r1osotros SL19.;,rimc•:s para rneJorar la produccil!•n 

obt.anida, llevar este prc•ces.c• a nivel de fermentacibn donde s·~ 

rnetion1na. 

Si s~ quiere elevar rnás la pr·c.dL1cciór1 de metionina excretada 

ant.es diz. l le11.:.r el procc::zo ;.. n1vel de fermerii::.adore:;, s1.19erirnos 

tt·atar de obtener rn1.1tant.es de ª..!. ~!Jt•!.-.i!.i~ SG 1612 Et, Nl 

1·esiste:nto:::s, a1.1:i:C1trofas. a d1amir1c1pirn~l 1co, trec.nina o 
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ruta ramificada y si se blcoque:a lmo de los brazos el flLUo de 

materia se canalizc.rti. hacia los camit-.os que qt.~ed.at-. libres,. 

trayendo ur1 beneficio en la F-·t·odl1ccibn de met.ior1ina. 
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