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-·t·E:!'Iaciórt 
rneLabul i t.us 

e1rLr-e rnet.ab01is1110--11itro9enaclo·y la -b.iosinlesis de 
sec.u11da1· 1 os que contienen Uerttr o de su estr·uctur-a 

áll:.'1J1Ui;;, dt= 11.i Lr ógl.:"110 !::;;€:' lit:t esl:.u.tii etúo e11 di -;~t t::'nles e-sµr~cies 

m.i c1·-ob i a nas. Los coinpuest.os der- í vadus del rnet.abol i smo ni lro(;¡enado 
que pctr8Le11 estar l11voluc.t-ados en este fenó111e110 son glu.lamina y 
áL.idu ylulán1iLu µnr· ser- iu~ que der·iva.n dir~clarnente del pt oceso 
de a.si111.ildt:.iú11 cif"~ a11101do. 

Cue:111Uo se i11icia1 on los estucJius sobre regLdac.iún ni tr·ogenada en 
la si11LF.:s1s de ¡..;e1iic.il111a St:' obser-v6 que las µo:.::~s de gluta111alo y 
gl Uldioi 11c:i í:-:'t éH 1 J d'.::. wds i::d tas al f j nal d~ la fase l c.ga1-.í l111i ca de 
c1·toc.í1111t11Lo, elupa Eil1 16. cual co111enzaba la si11tesis de penicilina 
(!~). 

Mc.tLeos et al ( l 7) esl:udi a1-ol\ el efecto de gl utami na a mayores 
concenl1 acio11es (2--10 ml"I) y obse1-\•a1,...on un efecto estimulatot-io a 
bajas c.:CJ11cent1 ac.:iunes, sin eu1bar-go a 10 mM obtuvie1 .... on un efecto 
fH?Qdl.lvo sobre la sí11tesis del antibiótico. 

Lar a et :::1.1. C·1> estudiaron el e·fecto de ácido 
ob-=5el''\~aro1·1 qL1e e~;.istía u11a ·fuet·le estimulacíón sobt-e 
de pe1ucili11a utilizando glutamato 10 111M c.on10 
lii l1· ÚCJl2flü .. 

glutámico y 
la síntesis 
fu"1nte de 

Aden1d=:. a1 ul..i..ii;,:dr a11áloyc1s 11u 111eLabulizaiJli:¿.s de ácido glutámico 
obset-vat·a¡¡ t.•l 1111s;110 t:::fec.l:o estimu!alor·io. 
1~ nive1 enzimál.tc.D n1iL.liE1-or1 liJ act1vida.d de la pt .. i111e1-a enzima de 
la vio biosintt-L1ca de pc-?n1c1 .!. inet y obset-varon que el ácido 
glutá111ica ejei cía un ínc.r·e1nentD de :::;_5 veces la actividad de Ja 
en:z:1ina t.:on t-espei.:.l:o al co1)tt·o1 ut1l1::a11do 10 111M de clor-ur-o de 
.a111oni u. 

E-.l:e eff!t:to i11dl\clor µor un aniinoácirJo qu~ no ínter-viene en la 
r-eacciú11 inicial direcl.ainente (o:-aminoadipato y cisleína) puede 
e!:pl i. Ld.I" s~ pür la si 1111 l i LutJ de esli?. e11z.i111a. cor1 1 a pr iwer-a enzima 
de la lJJüsínles1::; de glulalión que utiliza corno suslratos 
9lula111alo y Lisleí1~a. 

Oei.1i.du rt qui-=' e:;;Lu~~ t2=..lud1us :::>t::' tt:'ct1i;.::c.trLJl1 en LHI 111edio de 
·fut 1oa1..:..i ú11 LlE= a11L1lJJ 0L1c:.u~ dt-::1cio11111:.Js rt:ipt oducit los en el 1ned1u de 
fE'I 111e11tació11 cidic.iu11aHdo ác.idu glu.l..á111.it..:D JO 111M a las 36 11or-as de 
L.ttllivu 4tu.~ es t~ua11du sP- .i11JLl2' la ·:;.i1\l:esis de antibiótico. 

F.1 efr:-t..LLJ i11úucLur u~ áciúu gllltá111ico Sf: observó también en estas 
t:...u1,dic1u11t>=> t .. .h? fe111¿11Lé:it..:1ón c.ipayet.ndo as1 l.a impar la.ncia de este 
cou1p1.1esto en 1~ si11tesis dt:- penicilina .. 

. Jacklilsc.ft el al (18) 1nidier-on la poza de ácido ylut.amico en 3 
cepas dt- E:~ !;;.!..!~.t299:~Q~W ..¡ e11con ti~ ar-or1 que en todas el·l as 



Ja poza de gluLa1nalo y que este fenómeno er·a-- más 
las cepas al tan1ente pr·oductoras. 

que la enzima 9iulan1ato desl11dt .. ogenasc dependiente de NADPH 
(GUH--Nt'.;OPH> uCLlpd ur1¿ µwsici ón e:>tr·atéyi ca en el 111etabol-ismo 
ni Lt·ugenóLio pot su Lapdc..idod de c_alcil i.:c:..t· 1 a r·edc:.c..1 ón d!2' sínte'::>is 
de y1ul~lll1dLu" el uLj~L¡ vlJ tJt? es.le ti~iibdjo -i-ue d1=L~1 111ir1a1- si la 
acl1·-...Jdad de 12sl¿; e11::1ma er<:<. l<:-t 1-esponsable del incre1Ttento de la 
po;.::~ intr a.ct:lu.l u1 Ut:::> y.lul.a.111c:tlo y 4ue i::?Sle i11c:r·e111e11to fuera la 
seíietl biLJ4ui111iLct pe::ü· ci el ~ri1c...iu de la slr1L~sis del anlibiütico .. 

Par·¿ 1 l~v-at a. LabrJ t-.?ste Lr-alir;.JLJ fau ul1 l l.;.Ó 1d ceJJd. 01·igii-1al di: 
E§U.!.~ill!.~W !=:.!JL.y~gg~~!~~ t-IRF~L.-t'7·51 y uno cepa oULi=".i úo en es le 
uds111u estud.icJ LUY<=' ac:.lividdLi de- GDH--HADFH e:.:. difer--e11te a la de la 
cepa 01· ll.Jll1cil / ci l¿.• que d~11011111)6l"~111os ydliA1-

En U.ifer e11Les LtJi1c.J.icif.JriEE6 de cr·eci111ie11to pdr ct itn1bas cepas:o 
esLL\Llldrnus lo:::i 11i1.:eles dE o.cl~tviLiad de la en.::1111a GDH--NADPH:o 
si11Lesis de rJ&11.ic:ili11¿~, i.:r·ec:i111ie11LLJ y oli (J!,=.,, fac:Lor-E?'S. CUlllO poza 
i1\L1-ácelulc.ü L.lt:O' 6c..idu l.Jlulám.ic.o y a111011io tes1dual e11 el mediu de 
c.:ullivo. E1t menor· qr·ado también se estudiato11 las aLtiv.iúades de 
1 as el\:.:!ill1as glutc:unj no st11l.eldsa (GS) y gluta111alu si1~lasa (GOGAT) 
invo1ut..:.r c..-uJas L¿u11hi~11 1:?11 e: f211ó111E?no de C..\SÍ111ilcici1~n de a111011.io .. 

Las tesultat.ios oblenic.Ju<.::::J fu12tor1 los sigu..:e11Les: 

al la 
cultivo 
aHiWI ri u 

Lepa. yLlhA1 sólo proüuc.e anlib1ót1c.:u cuando el medio db' 
es suµlemenlado cor1 ácido glutámico. Ni en presencia de 

o yl Llli:.rn1i11a pr-utl1.lLE pE:-ni ci 1 i na.. 

b) la acti•idad rJe GDH-tHrnF·H en la c_epa gdhA1 es diferente a la 
de la ceµa silvesl1e a1t.:an:.:anUCJ la 11u.tad de los valores de 
activiUad de ésla en sus más allos niveles. 

e) la Leµ.a gdhAl es i ncapa.:: úe é:.1::-.i 111i l ai- el i ón amonio como ·10 
l1acs la cepa silveslre. 

d) e11 li=t cepa si l\;Esl:r e se obser-va un efecto negativo sobre la 
sintesis Lle per11ct.lí11c1, cuando se adiciona al medio de cultivo 
ácido gluttuhico inicial111ente; asi111ismo, la actividad de GOH".'NADPH 
disminuye en eslas condiciones. 

e) con respecto a las acti vi darles enzin1áticas de GS y GOGA_T __ _ 
enconLr-a.rnos lu sjguie1\te: 

el. e•• an1bas cepas GS se induce cuando el 
glutámico es la fuente rle nitrageno. 

ácido 

e2.. en a111bas cepas GOGt':!iT es afectada negativamente en 
las mismas c.:ondl.ciones que en el inciso anl:er-ior-'. Lo mismo sucede 

ld GDH-MADPH. 

e3. GS en su actividad de transferasa y .GDGAT alcanzan 
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~)i_iY_e1 es __ l:r es vect:;'s -1-oá=s-_-,_i:s.=ltó~s-- err=--ra- c-ep0a~yt.111At-~--qu2 "-=--en-----o----1-a '-·oo-~epa~·~~"~---co_---
·:0-'s¡~rves!--1"e cuando se ulili:r::a- anioniu en el tHedio de cultivo como 

<:füe-n le dé 1 'i tr (1geno,. 

'Por' Los t'e:.ultados obtenjdos em este trabajo podemos concluir que 
-~:.-,el-- ácido glutá111ic...o jt.teya un papel esencial en la sí.nl:esis de 

penicilina y que los eventos que afectan su pt~esencia -puederl 
aft:!cl:ar· en menor o mciyol' ,;;;w·adu la síntesis del antiLdól:.icu. 



··p·E.·r)it.:llir1a es un antibiótico muy utilizado en la práctíca 
C-1.":l.nica que per te11ece al grupo dE ios compuestos 11·-lactámicas. Es 
bl osi n tel i z. ado por di .,_1e1-sas especies de 6§Q@r.g!_J_!.!:.!§ y E~!.:Ü.!;ill.i!::!ffi 

(ndUsl1 Ic:-.iine11t.E:: el t·,ongCJ e§'~q-~~.!_J__!.1:;1~ ~bCY§gY§!Jh!~ es el 
oargil1iJS111u ul1J1¡:adu e11 ]¿._ pr·uducció11 de esl.e ant1biót.tco. 

c:slr·u'-LL\t .::, LJL1íu1iLa LDJ1!;5\.a d~ u11 a11J.ilü de c.:uatr-o u11enibros 
{; } ML l.f.1111 L(J. 

u1ia t:at.Je11a l~Le1 dl. Esta últi1na es de naLur··ale2a qui.mica 
-.. .. ·a1 .. lable. deµe11d1e11úo del pr·i='CLu-süt qt . .IE est.é prese1.l:e e1. el 111ed10 
de c.ulL.ivu y qut:- st~ intercambia por- el ~~c1dw i:s:-am1noadíp1co en la 
úllíma tedc.:c...1ór; de ia 'y{a bio:; ... 1d:t-t1ca CFIG lJ. 

El pr·:i.111er 
conde11sac1 ún 
r~esul ta.Ju el 

pa~:;o de ~ 2. 

del át.:.ldO 

chµépLido 

biosíntes:..s de pt:-nit:ilinc.. co11siste en la 
.:;;-.am1nocid1p1co con la c1steína~ dando como 
LS-o:-a.minoa.cJ1pil--c;steína (1!".2) (FJG 2). 

Hasta liaLe u11os aí~us no habia sido po::.1ble demostr-or- la p1,·esencia 
de estl::o dLpépt1do E:?n c•l in1t.:1:?lic• d12 i.os. íl1ic1-oogc..nisu105 p1-oductor-es 
de pen1c1l1na (::;) .. 511¡ embargo LcH-ct. el al (4) han 111edido la 
acliv1dad de le:, ó-~i.:L--u.-an11noadipil)~L--ci!0-ll?l.na sin·::etasa~ J=H-imera 
en;::1111a er, lci via de sinles1s Lle pt-.=r1.ic1lina y recientemente Banko!'I 
12t: a.1, (25> ciet1:=:.LtdrCJn r:sta act1,.1idad E:>n !?}!tractos de 
~§'Hl.~E:t.J.~:'§:>P~~1.:__j_~.t1_!_1 ~!=:t_f-:?!_!_11=~':.!.lclJL'..! · .. · e'-'>la.blecie1-on que esta reacc1t')n de-
pende dE;;>} Liernpu y de tas ceincerd.t aciunes de L--·~--cuninoadl.pato, L­
t.:..1..sle.1110~ hlF' y t1n2+ ó Mt:,;_¡2-r. P1si 1111smo. identi-f.ic.aron pot- media 
de crcm1a.Luyrctfírt tl1? líquido:=. CHF'LC) la pr-esencia del d1pépt1do d­
(L-u:-aH1111ucidJ µ i i J ·-L --e is tei 11a. 

El Lriµt~pliúCJ J--(L--(x-aminoad1p.ill·-L-·-císleinil--D-valina U-'tCV) se 
fot·ma put ia cu11de11sación dr-d d1péptido y el aminoácido val1na 
por- la acc.ió11 de l:t er1=:1ma. Lt-1pépt1do sinLeta.sa. López-1,Jieto" et 
al (5) tia11 eslud.taLJo la -fo1·1nac"iúri dei lt·1pépt1do AC\.1 s1yuiendo la 
Jnc.:or·µt.:.s1·ació11 de (1"-~ [;) \/ai1t1a yac. o:--{.tLlf_;) an1.ir1oadifJ1co en el 
AC\.'.. La E:~:L~le11le t11cot poi ac..i ór' de L-··-;a.l 1r1a apoya la i::uger-encía 
de PHJt ie11s, el: ai <6) t.ie que este a111inoi'.tc1do se inc.:.01-por-a al 
tr·ipépi:.1d1.l e1i su ·fot-•fla isomét1ca. L y se iso111e1··1::a a D-val1na 
du1 ... ci11tF_.. la b1osí11Lr?S.tS-

El siguiente paso de la vía bio~.intüLi.ca de penicilina se lleva a 
cabo µcit la presef1c1a d{·2 Ja e11.z.1ma isopen1c111na l\I s1ntelasa que 
convierte ei lrJ.pépt1do AC'·/ E~n isopenicili11a N .. Ramos, et al (7) 
l\an aisiadu ,• c.ar·ac.t.:et i.;.:ado esta en~1ma en~.!. S.t!!:..~?QQ~!}~!!..' AS­

P-78. 

En el 1'.tl ti 1110 paso de la f ormac1 (~11 de peni e i l i na, donde la cadena 
late1··a1 de ácida a-am1noadíp1ca es trltercambiaaa por el ácida 
te1iilat..ét1c.o par·a La sintesis dr~ penicilina G o bencilpenicilina!' 
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lnte1 •n e118 u1ia .ac1 1 lt a1·1sfer·asa que se ha enconi.1-ado én e~<L-t-,actOs 

c:r ui:h:.1~ de [~,!.. ~!..!1~):~99§'!.11:~!.!! 1..8 > ~ 

Se pueiJe -ubser·var· en la -figur·a ...:.. que ltJs eventos fin.3.les- en la 
bidS.intes-is del ar\lil.Jjól1c.a .lmplican la fo1·111ac1ún de los an-Ílfos 
J~-lactándt..:o y t1a:.::.olíLhn1co ÓH la molécula. 

Comu suc.eúe con ol r LJS 111et_abul 1 Los ~ecundar 1 os:i es Le ant.i b i ó li e.u 
se s.i11Lel:i~a E·I: t::l ia;.e tard~a del cr·ecirnienLo micr-obiano o 
1d1otase µwt 2sL~, ; c,::.én a \"''=·'-"'=' gr upu de compuestCJs se li=s 
C.:.úHüLt? LOr1 E!l no111br-t-- d~ ~ cii CJl l tos (FlG .3) .. 

E::islen 1nuc..l1us f.::.1.:Lcwes 4u'2- Jeler·n11r1c.n la cantidad del pr·aduc.to 
4'-'e ,¡a a s~r Gl11Lt;:·Li.:::ado en cualquier- pr-ot.·.eso 111icr-obiológico. 
Par- a dei;e¡-- m.t 11d1 cual es ".:'.:Un 1 os comporientes del 111ed1 o de 
fe1ri1H~~nl~L1ón i.:.tllt? pLl1.?de1t 1L1111L¿,tt~ potenc1alu1e11te la s.i.ntesis de un 
un:tabol 1 to e=;;; 11Hpu1· L .. :..r;l1.~ cu:iuc_~t- las pr·ecurso1-es a par lit de los 
cuale:.::. si=; ~ur·111ct la u1ülécul.;. as1 CCJfüO id. fwrllla en 4ue ést.os se 
ens.;a111bla11 12n la esl1u1_Lut.:.\ fi1l:al. 

Lci biu;.í11tesJ.S Lie Jus i..'\1·1LiUióli.c.us ¡'; -lact.ámicos es n1ás activa a. 
ba;as veloLJ..Ua.Lles dt:.:• c...1eL11111e1-:Lo \9 ~6) .. La d.is:;1111r;uc1ón úe la 
... ~tuciU2d i?SptC!'Li fiL:ci de c1 ~c1mie11lu t:?11 LlllLi. f~r mentaL.iU11 puede 
oblene1-·!::Jt.• µu1 111nildLlt';1·: Lit;...• la fue11.l.e Je.· i__:arbuno~ 11il.t69e110 y en 
edyu1,os L.dSlJ5 Llr~ ft'1;,fur L•. 

La i111pu1 li.=it1Lld clel 111el.abt:Jl¡~1110 dE! cci.1 l10110 sobi·e la Uiosíntests de 
penjt...:ii111a ';le 1ec..u110L16 c..•:111 anles ü~ LJU12 fui:::;y¿~ ..,,:i.;;.ble u1·1 pt-oceso 
de- +er·111&ttLüL1- ó11 su111er tj ida pc:u a l ci pr·uUuLc..i Gn de e':6tt..:!: a111Li Lió ti L::..O .. 
Moy~r, el cd tcj L ~ri 1(1) Llt=Ll2t 111111.:n un en un c..ul L1 vu dt: supet-f1cie 
úe E.!.- l...!91.=!.b.~\!_1_! 4ur_. ~~ ytL;Lw=:.::.l-¡ lc-1 sc::.c:a.rosa rH . .:i +o\1c1t·ecia11 altus 
r-e11th111iE·11Los dt"" pe111cil1na, corno aqLtt?llós c."3.rbohiLir'a.tos que se 
me1:abol1;:..:otba11 füá= Jespacio,., c..001c:; iactosa '.!' a11111ciór1~ Más larde, 
t=li una +.-31 .. u1e11tac1c'1n ~u.111~r~tUa a 11.J.-.iel de labcwatur·10 se confit .. mó 
que la lac.losd f.avu1·~c.ia al.lus 1enUim1t2nlos d~J anl1b16Lico al 
co111par-¿.-u·1a cun ylLtcusa cc.i111LJ fu~nte u~ ca~·uCJ110. 

F-·üslet iu1·-11¡e11l2 se obser vú qut.; la glucosa. µod.ia fesvot·ecer altos 
Litulus de pe11tcili11a. µ~tD sola111enl:e cuando SE? ay1-egaban en bajas 
COfH.:.e11Lr ¿,c_1ü1112s cd ir11ciLJ o er. adic..1u1¡es c.011sc:cuL1vas dut d.nle el 
curso rJ~ la.·fei111t211ta.c1611 (10). Estus1-es1.t1Lt.tdos, iniciales y 
e1npit le.os, su1::,1E.n ÍZII\ c..u1: yr-ari ·fuerza td e;.: 1 ster1c.ta de un fenómeno 
r·egulddor· pur fue11te dt:..· ca1 lJUl1CJ. 

Los c.0111pueslus 11i L1 a~er1.::tdos lainb1 én JUeQdll un papel in1µ01·-tante 
snl1re L?l i.:.1ec111dt?11lo dr::? los 111.iCl'OOtgariismos y la pruc.iu.cción de 
anll.bi óllLUS .. 

LrJs L·stuc::-rzo:;; par-a tlf?-Sd.t'r-üllar· ur, pruceso dé' -t=12r·me11tac.ió11 
su111~191UC1 µé¡t'd ld p1·-uduc.c1ór1 de pe111i.:1l111ds se cel\Lt-ó en la 
búsquG.>da de las f t.l~11 Les ni t.1· ogen.::.;.das. aµ1·op i adC:J.s.. 812 e val uar-on un 

gr c:t11 11ú111~1· u tle 111alet i as pr·1111as ·¡ ':6e CLlnt.:luyó LiLie t.>l 11c.:.ut de maíz 
(sübp1 oUuclu dE."! 1 d mc°Jl .i t=rtda üel 11ti.1Í ¿) y la hen·111a e.Je isoyia 
+avu1·~ciGu1 los 111.d::. étlLus lílulos de µen1ci!.i1¡a. Cl l1cut Ut:- 111a.iz 
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FIGURA 3. Cinética de crecimiento y producción de penlclllnren 
cloruro de amonio 10 mM como fuente de nitrógeno. 



-=conl1e1¡~ uita.- gt a11 v.~r Jedad Lle péµi:.1Llu-:; si.:.1lubtes,. sal~s 111i11er-ales, 
áCi-LiL-1 l éL t. rcw y c1t..1 ·os pr oduc l:t.)S de bajo pe:.u 11iul ecul ar, esl:os 

-c.amponenLes µt UfJLlr Ll Lll':d11 t=l ni Lt-ól.dt.-1-10 1...:n- yár1J e.u mas faLll111enle 
c1.si1'J11ldble µai·d. St-21' uLii 1;:·.adCJ dut·a1d.E• t=l c1·ecii11ie11l.c.1 de la cepa 
de E§'..!.!l.~!.LL.!.!-!!.!.!.. L.:..i !101· 1r1a de suyd ~s Llltéi matt:t ia pr i111a µt 0Lt-1ca 
que e=. 111t=l.a.l>ni1..:aU=i 1~11Lau1~Hll:' Uu1c. ... nte la f~t1r1E"nl:ac.iün y 

-cu1'•l11Luye é.ts.i ciJ etbcisLec.::1111ie11lu it!11lu Lle 111L1·ó~~nu cwgárdco 
Uu1 ault> I e<- ~í 11Lws..:;; Gi..;.! 10.l.i1L1 t1.:. ULi cu~ 

n~L1du a p1 ob;e111.:.:1s uJ ... .:t:H aL1u11dle'=> c.011 eslds maler ias pr·imas se 
i11lt:-nl...ú rt."8111jJlcl~i-Jtlas pc11 111cit'c~r.:.al~s 111as Li::u¿llos l de 1.:..crn1posic.iún 
L:.LllJSla11l~ t..jlJ~ :::i.lllllildl ul1 t::-1 Gft:'LÍ...U tJl~ a1111.JUS p1'UÚULlus. 

Se ~sluL11dcro1: saik!s i11ut vá11iLci.~ de a.111u11.tCJ que:- St! 111elabolizan 
r··ápiUaine11Le du1 c:1.r1\1::: la ·fast! Je crt:c.1111let¡LtJ;... s& oiJset-vó que 

pudí an \Jl.11 j Zcit :t::- µcir ct oULeJJer tl.1 Lt:is t"(;?11dj 111ie11Los d~ c.élula.5 per-o 
que r1u f¿1v·ur eL1.:ou1 11ivf::.'li.=s aLt:-plabil2S de 01)lJb1ót1c.a cua11du se 

util jzdlié:ll¡ LIJll1U ÚIHCa ·fue11Li: Üf.:- IT.l tr l1ye11u. 

Let 1 ~yulat..:.1611 µut a111un1u de la síntesis i.Je i~nl1Uiúlicos se ha 
ob!:.t::tvt.-;.do no sól1.J ~11 la pr-uc..iucció1~ de µe11.Lt.:1lina sinu lawl.Jiér1 en 
u L1· ws 1111 i_:r- oot-\jan 1 smus µroduL lur es Je 111elabol i los secundarios (9 y 
J 1í -

Co11siderando la eslTuclur-Ll químic...a de la penicilina. y que su 
pruducc1ór1 se ve 1r~flucncia~a por las cond1c1anes r)utriciarlales 
r:s µredecib.le :~ue el control de su for-mación puede llevarse a 
cabo µor· la 1·egulaciú1·, b1oqui1111t..:a que afectd. ia biosínlesis de 
sus a111.¡11ud.L.1.Llc.1s pt ccu1·:;or·c3_ 

Por olr a µar t...t'-~ Mar·li11. t:-t al (9) lla11 propuesto 
e;{pl1Lar el t-ett¿\SO en EÍ llllr:jo de la s.intes1s 
hasla 4ue lt..t f-u811l:e de car i.JtJ11w~ n1 l:r-óg:eno i.J 

niveles que 110 afec..Ler1 eslc< sjnles1s: 

dos modelos pat-a 
dG? al\lib1ólicos 
fósforo alcanza 

J) Un e·fectu1- tle i..JdJO peso 1111.Jll~cu.lar de.lúa co1110 un 
c.01'teµ1-esor· o 11ill1b1cio1 1·epr·11111e11do la for·1~1ac1ún o ính1biendo 
La actividad de .las si11t~1tasas del c?.ntibiólicü- E! t.:01 r-ep1 esor- o 
inllil:uUu1 Jebe tJeyr adat~se anLes que la si11tesis co1111ence. 

:¿) ur; i11duc:.l:ur o at_tivado1· Uebe ser s1ntel:.izado 
at·gdnismu u ad1c1011aUo al 111edio de cultivo pat-a 4ue la 
pueUci 111.iL1ar ~t::'-

por el 
síntesis 

_Et _esl:ud1CJ 1Je t>stos 111ecalli:;rnos r...1e control 111eLcc.ból i Lü son 
inl0:.~t esariles '.>' i'.1l1 lf2'~~ y·c.t que al adqu1t-1r· u11 inayüt' conocinnenLo 
dE·l i11el...cil.Joliis111u dt: las111icr-oorga1lismos pr-oductor-es de estos 

co111put?sltJs µude111os ot.> tener- meJ ores r·endi mi en tos en 1 a producción 
de 1 us Hu ~uros -

En la si1:l:esjs dt? l~ penicilina inte1-vienen lllDléculas 

td Lt-ugenadas cw111rJ SOi) 1 os aminoácidos ácido •.x-aminoadípit..:o~ 

c:isle..i11d. y va1.ina; pcu" esla r-azón E:'S p1~edec.ible que su 
bios.inLesis eslé sujeta a mecanismos de r-egulaci ón que 
iu+luencíen su tu1··rnación y la de los a111.inoácidos pr-ecursar·es. 
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--:--~_-{4~eJnás, co111u e11 uL;·us m~Labul i tos ;se-cunJar ios y ·en-- especial 
-~.iér tos 

Ltrt 

anLiiJiólJ.cos, la 1·1:-9u1a.ció11 µor· la fuente de nitróg-eno 
pctp~l ¡ 111portante en su b.x os:.i nles.i s. 

.E5l8 fenó111E•11u se i1a ~sLud1aclo en diferentes sistemas microbianos 
'c4., 11, 12, 13.. 14, 1~.. 16, 17 y 18); entr-e ott os" ios 
i11fL-ruLfr-gcu1.is111os pr·uducb . .:ir es cie 2nt1ü1 ót1cCJs como cefalosµorína y 
cefom1L111a c..uyas esl:ruc.LUtds qu11111ccis son 111uy s11n11ar·es a la de 
µaJdLilin= (FIG -l!. 

Los l.rai.Jé\Jus suLr·e ~ste te111a 11¿111 s.idr.1 rea.l.Lza.dos poi~ Queener-, et 
Q}, e11 ~@HL!~,.!.~.21:!!:-.!~-.!.~!~• §f:.~§~QG!.!:-!!B ( 12) y Ahar onuw1 t~, et al .. , en 
§1~Q~!QW~~§§ ~lª~~!~gg~y§ para cefalosporina CiJ). Rec1e1·1temente 
Ron1E.·r-o, et al y CastrD., &>t. ctl.. hc:.n es·tuU1ado c:-ste fenómeno en 
cefam1c1na 
14). 

ut111:..:ando ( 13 y 

La r-egulac:s.ón 1i1Lto1Je11....:tda di=- la sí11Lesi!::. dt.· pe11.i.c.ilina en 
E: ... _ ~!JL:t.:§~9§'~~~!11 tarnb1 ér1 l1a s.idu e·:....Lud1dda L1¿\JU d1fet C?11les co11-

dic...1011~s e:~per1111i?l1li-dL::'S ._¿¡~ l:::J .. 18 y 19). 5,~nche.::~ et al obser·var-on 
que cua11do el 1n.tc:·out1~a:i1s111u creL.ia ~n aitas concenltci.Clones de 
anionít:.1 (8~_¡ 1111-1) il:.1 --iotu1~c1ón di?. .:u1L:..Li1ól1t:u d:isnii11uía a la ui.itaJ~ 

a d.i+1"'-'re11cí a ae ~~u¿¡,11Jo c..t !::"ci.:::1 t>n bci_1as cuncentrac.1on~s de amonio 
(8 .. 5 111M) .. E11 esta 01á::1ma currdLr.:1011 ld conLf::'nti-ac1ón 1nt1·aceiulat­
de los a111Jnoác1cius glulám1co (~.du'1 v giulam;.ria (g1nJ aumentaban 
al f.inai de ia tr-ofotas:i:=-. Sj1\ embariJü t:uc~nd<J el n1E·diu de cultivo 
contenié-1 
sintel:asa 

8:::-i 111M ue eim\.lnl o~ ::if::­

(GS) Ll-1 s111111u·y'C?r11Jo 1 a. 
( l5i. EstCls >E-:fH')111efius suyet 1.::1.1, 

preSE:!l"IL.la de e:::.tus a1ri1nnac1Ucls 

ir1h1bi<:.1 la s-tr~tes1s de 9iutam1Da 
po.:.__.; dt? 1;¡111 y c:tu111e11.t_ando 1 a de gl u 
un¿-\ pa~101e lll~_ert-elac1ón 2nLre la 
y ia formai.:161: de peni.r.:ilina. 

Los efecttJs f1:=.iuló9icu;::; d•.o? allas conce¡-¡ti-ac1ones de glutam1na 
l1an sido e::plur·acJL•S por- Malt:>r:..1s~ et al, qu.1.ene::;; E?ncord .. rat-on que 
una co1~ce11L:1--clc16r1 de JO nil'1 de estE om1noaL1do inh1bt: la 1or-mación 
de pen1c1l·ina en un 1T1E·dío dt:? células t~ll 1·eposo con a.dición de 
ciclohF.:.;:1111idó. par·a µr·eve111~ la sintesis de proteínas. Estos 
autat·e~3. esl:utli~u·-c.111 t3mb1é11 el efecto de glL~t.:rn11n.:.i sobre la 8-(L­
ami1ioad1p1lj-L-c1,.;Lei1ta ·s1nlelasd~ que catal.;.::a ci.1 pr-i1ner paso de 
J.a b.iusj11tes1s de pE:>1:1c:.l.ina 'l no obser-var-on ningún efecto sobr-e 
su act1··.iu.;d (J7J. 

Por· ol:ru ladu, ! .. ora~ et. c:.-1t, publica1-on que el gluta111a.to estirnu1a 
la sínles1~ d2J dr1L1t11ól1c..u e11 in1cf'.?l.1.o de E.!.. ~!l!'..::.L.§gQ,§Q~~ que 
ha sido ct.Js~cltadu dut ante la icJ10-fas~ y' r·esuspe1:dido e11 un medio 
de forn1.:.H.:ií'J1; Lle a11t1b1ótico {Ll). Estos 21utores han demcslrarlo 
la1hli.o.é11 L¡U0 ~1 9Jt.d.¡;._ql1~Lo .lill...;LIC..t: l._, e11..:1111é\ ... ~-..--L· cUld.llL.•i.\Ll.ip1l-L.·--

c:i s r- e:í 1 ia 5111 LE·L.::..·6i:1 .. 

Debid1J a qLte ~;!1ste una gr--an seoH::da..nza e11tFe la estt·uctura 
qui 1111 e.a Lle-1 dípépt.:1du ü--(L-aminoad1pi 1 )-L-c1sleíoe+. y el 
tJi pé:pli do -!JiL\lau1il --cisle.i.•1d, 4ue &;. el i1·1tet 1ht?Ü1dt .io t::n 1a 
sinles1s iJt-::1 1_;JiuLal1ón <FIG 5), se ha co11s1der·atJo la posíbilidad 
de qu~ a111l.JL.:.Js dipepLidos se¿:l11 sintel.i2ados por· una nusllla e:inzima. 
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FIGURA 5. ESTRUCTURAS QUIMICAS DE LOS DIPEPTIDOS Y .TRIPEPTIDOS INVOLUCRADO.S EN LA SINTESIS DE 

PENICILINA Y GLUTATION. 
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:;.~:¡~·,e,·j--~¡;~,r· el al enC:ont1-at"on que ·1a en2J.111a T-gluta111i 1-cisteína 
-·:iSi\--l-l:.~ta~~ e~:L:t·a.ida de tejiUu bov .... no usaba como suslralo L-o:­
añt~--nciadipato auoLJUC? ta gctiv-idad ~ra muy f:Jajd (a11-ededo1~ de1 1%) 
( 2(1) • 

l<.aSzab el: al µe11sa1· on qtH? ep t"- ~)JL..i§QggL}h!L!J lo '2;:..µ1~c~.iflLidi:iU por­
este sustriatu pwt.Jr ía stor· dist111t·a y alslc1rc111 y pu:·ific..::u~üt1 la 
E-1Lzi1nd Lit:::> e=:;LE.1 ar ga111s1110 pdra esluu1at :~us ~H op1eLlades <21) .. 
Desd-for-Lutté:ldétH1~nte e:-.. t.:.u5 i11' .. -e~lJ.1.;:Jddot-es 110 pulJ}1c;:tro11 ·fo1-ma.lme11le 
los t·esul Ld.dos qut::• pdt ec...1 ar1 apuyc_.r t?;::;l:a supos1 l_.t ú1i~ 

Cas·Lru~ eL ctl er1 SL\S f.!::::.tucJi1Js sc.iLo1-t2 r·e9ul¿\ciú11 Ut::o las e11zimas 
i11vuluc1·ad.:ts ~11 1a lJ10-=.í11ltfsJs de 1 .. :i.-.:?fa1n1c .. 111a lian obsc-:r-vado que la 
co11c:~·ntt-a.ció11 1nl:i·ac.f.:?iula.1' de (:1[:'.J d1s111.inuyE::o 1..frásticd111e1\te en 

µ1-·ese1tC.1d Lle a1110111a a.t 1yuaJ qui::: l,.:; poza de 9lutatiór1!' quE.1 es un 
a.11dlc.u;;u del ;1C\/ { 14) ~ Esto ha.cf..;' supo11e1· que p1··eibablen1ente e; ... .lsta 
una t el i:-11:.. i 1~11 en Lt-0:- ambos con1pu~slos. 

Pu1~ ot.t· d. par· te, Rc:w1us, et aJ. han deu1ostt·a.tJo qtte en f.=.. f:.!lC.:i§Q9§:!1!::H!1 
eslá pt ese11le un fe11ó111e11w de inl11b1c1én ca111µetit1va µ01·- glutatión 
SCJ!Jre la ttr~.:.i1J1d isopenicJ.lind i~ SJ.ntetasa, la cespw11sable de 
.for111a1'" el d11illo 1'.;-lac.tci1111c..o a pat-Lli- de.1 1 tr1pépliclo Cf"). 

Debi tlü a. 4u~ E::ol. c.'\t.:.J do gl utá1111.cu puede ser· el donador 
a1u.i110 µa1 c. ia ~inlf::s.1:, de lus tt ~s ci111inoác1dos que 
1i1ülér..:.u.ia clt= pe11jc1Ji11a (:_.::.:;) lFJf.J: 6) y co11s1der-QnUo 

de gr-upos 
for-1C1aP la 
que este 

cual quj_ er eve11lo que ,-¿.gul~ lci. sl.1-1t:esis de1 
~s ~tu~iaüie que 
ácido glutá1~ico 

incidd en la fur 1naLió11 dt:i pe111L1lJr·1i'1. 

Pul' estd t itL(111 fl1Ó j nte1·esct11L~ pC\1-d 11osolr-os est:uU1a.r­
de ld •~11.Ll1lli.::1 ':)lui:Ct1l1ci.LO d~shídr·o'::}enasc¡ depe1¡d1ente de 
NADF'H) (ECi .. '~.1~4-i ¡id quE- pr0Ud.blt..•111e11Le e.l i.tLw1enlo Ue 
ác.lUü rJJulá111icu St.f¿t cJ11· ~cla1ne11te µt uporc1onal d e·::::;l:a 
er1z.iu1ál:.i c..:.c.i. 

los niveles 
NAIJPH <GDH-

1 a poza de 
ac li vi dad 

La GDH--t.J1:;DFl-I uc:upc:t Ln1a posi c-l ó11 estratégj ca en el 
niLt-ot_Jl21~adu ya que c.dldli.:::a la teacc1ó1l de sínles1s 
as.u11iléi1HJ0 cts.í el ión a111onio uLtliLado en el 111eújo 
co1110 fue11le de nit1··úge11r.1 O=jy 7). 

rnet.:.abol i s1110 

dt1 g!Latamato 
Lit= c..:ul tivo 

En ul:r os 
GSLUtJ.id~LJ 

nii L1 1.:icn· ycu n. s111CJS Qu12ener· t;ot al 
t!SLt::" it=11u111~nu lr;l:..erpt-elando 

y Gr-a-re, et 
que la causa 

dl 
de 

ha11 
la 

el8vac-1ün e11 l.a ~1uz..:;:\ di:-~ 1;d1_~la.mato en i:E::>pas hiperpt-oductorc:1s se 
df::lbe a úl·h~1¡::::111LE·s 11ive!~s de a.cllvi.ddd de la enzí1na GDH-NADPH (12 
y (16) .. Du1?f:!J;et l1Q sugt::orido LambiB-n que el incr-emento de 
acljv¡dad dt.:: 1::.•sL¿, c:11.::;.n1a f.HJL.!1".Í.d evild.t- el efecto negativo del 
amoniu a.1 t:=l.i1H.J.fla1·1u del niedlo de cultivo a través de la 
formaL1ú1i Lle áci.dn 9luLá1111ctJ (12). 

Jald l l..sc.11, ~l al, l1a.11 esludiaúo esle fenómeno e1i tres cepa.s de E.!.. 
f;!Jt.:~§gY§Ll!d!.!! LUl1 d1 fc?t enLE:!s niveles d8 producción de antibiótico y 
estár1 de aLL1er·~o er1 que se necesita una poza elevada de glutamato 
par·a i11Uucit las 1::.!1i::1111as i11vulucradas directamente en convertir 
los pt·ecur·sor t!s de i:\111inrJ¿ú:.:idos e11 pen.ii:il.ina pe1~0 l:a.nib1é11 indican 
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~:';¿_:_-·~que _et au111E;-Hto dE:> eslc.J. poz.a no es su1·ic.i ~tite pat ct E.·sta induc:.r..:.íón 
~~t fas l:.t es Ct!pas Lll111.:::a.Ua!::r. t=-11i su ~sb...tdia ( 18). 

CÜmw los E:•studieis 1 t:-.al i..:dUüs µur- Lar·a et al, se hicieron 
utilJ..o:.a11Liu cuilivus cuseLl1ados dur-c-\nte ld idiufase y 
resus.1.)e11dit.Jus 1211 u11 111E·Ü1ü d~ forwac.ión de antil:Jiótico conteniendo 
las fue11tes dE:- 1ji Lr·ót.;ienu Lor·r espo11díe1•les, nosolrus estudiamos el 
efec.LCJ Llt::o yluta111r . .d.u ui . .Lliza11Uu LL1lli' .. üS En 111edio de pr·oducción a 
las ~ui::: '=""=-' ít=s C:t.ñaJió a las 36 hor·as ei amíra:;ác.ido en una 
t..011c.e11trac1óll cJ~ 10 111H LLlll el fi11 de observar si el efecto de 
inc.Juc.t.:.1611 se Jlt:.-vdl,.-..1 a ca!Jo ta111U1én en estas co1:diciones <FIG. 
Bl. 

Los t e~u1 lat..k.1s ol.Jleni dos fuE:!'ro11 los mismo:. y por esta r·azón 
utilizamos ese mediü par-a esludiar la relación ent.re la actividad 
de la GDl·l-Ni'iDPH, la presencia de ác:tcio glutá111ico en el medio y la 
pr·oducción de pemíc:il1na (FIG 8). 



,· - . •" 

FIGÚRA.8. Clnét1cia.da'~re~i~1antoy produoc1on da pan1c111na on 

. ·. amo~I0>·10 mM (e) ••• )yadíuiM da boldo glulémlco 
10-~M~-1a~~;5';ó;~; (~@J-. ~) .. ····· · .. ····· · ··· ·"·· ·· 

! 



E§OisilliYm sbCL299sDYill NRRL-1951. La cepa productora de 
penicilina, fué proporcionada por el Agricultura! Research 
Service Culture Collection, Northen Regional Research Laboratory, 
Peoria, Il l. U. S. A. 

Bi §ªc~iU§ l~t~ª t~RRL-8-1018. La cepa sensible a penicilina 
utilizada para la medición del antibiótico, fué proporcionada por el 
Agricultural Research Service Culture Collection, Nothern 
Regional Research Labo~atory, Peoria, 111. U.S.A. 

C. E§DisilliYill sbc~~99§DYill gdh-A1. Cepa obtenida en este trabajo 
después de mutagenizar esporas de la cepa de E~ SbCY299§QYill NRRL-
1951. <ver obtención de la cepa mutante de E~ sbCY299§0Yffi gdh-Al 
en resul tadosl. 

MEDIOS DE CONSERVACION DE LAS CEPAS. 

A. Las cepas de E~ 
medio de cultivo con 
destilada: Peptona 
1.0 g y agar 15.0 g. 

~b~~§Q9§Q~ffi utilizadas se conservaron en un 
la siguiente composición por 1 litro de agua 
10.0 g,dextrosa 20.0 g,extracto de levadura 

B. La cepa de §ªcsioª lYt§ª se conservó en un medio con 
siguiente composición por 1 litro de agua destilada: Peptona 
g, e:<tracto de levadura 3.0 g, e"tracto de carne 1.5 g y 
15.0 g. 

MEDIO PARA EL ENSAYO MICROBIOLOGICO 

la 
6.0 

agar 

La composición de este medio es la misma que se utilizó para la 
conservación de §~ lYt§ª· 

MEZCLA DE SALES J{\RVlS Y JOHNSON lOX C Sales J.J~ -lOX> 

La. mezcla de sales inorgánicas utilizada para los medios de 
cultivo y producción de E~ sbCY§Q9§0Yill se preparó según los 
estudios de Jarvis y Johnson C22l pero diez vaeces más 
conce11tr,;,,da C10X). Su composición es la siguiente: KH2P04 3.0 g, 
MgS04 -7H20 0.25 g, Fe504 -7H20 0.10 g, CuS04 -5H20 0.005 g, 
ZnS04 -5H20 0.02 g, Na2S04 0.5 g, MnS04 -H20 0.02 g, CaC12 -2H20 
0.05 g, y agua destilada c.b.p. 1000 ml. 



DE PRODUCCION DE PENICILINA 

del medio para producción 

10X 
Acido fenil acético 
Cloruro de amonio* 
Acetato de sodio 
Lactosa** 
Glucosa** 
Agua destilada c.b.p. 

El pH del medio 
sodio 10 N. 

100.0 mi· 
0.5 g 
0.53 g 
3-.20- g 

30.0 g 
10.0 g 

1000~0 (fil 

* Representa una concentración de 10.0 mM ** Se esterilizan separadas del 

MEDIO DE FORMACION DE ANTIBIDTJCD <MFAl 

Este medio se prepara con la mezcla de sales de Jarvis y Johnson, 
suplementada con 83 mM de lactosa, 3.6 mM de ácido fenilacético y 
10 mM de la fuente de nitrógeno que se desea estudiar 141. 

CULTIVO PARA LA PRDDUCCION DE PENICILINA 

Los cultivos de producción se inocularon con una suspensión de 
esporas de E~ ~bc~~gg@QYm con una densidad óptica de 1.5 a 540 
nm. Esta suspensión se inoculó al 2% lv/vl a 50 ml de medio de 
producción contenidos en matraces Erlenmeyer de 250 ml. <En 
algunas ocasiones la capacidad de los matraces era mayor pero 
siempre se mantuvo la misma relación entre el tamaRo del matraz y 
el volumen del medio de cultivo). 
Los matraces se incubaron a 29ºC con agitación rotatoria a 150 
rpm. 
Se tomar·on muestr~s cada 12 horas durante el procesu fermentativq __ _ 
y se determinó crEc¡r11ie11to a través de la medición de proteína, 
antibiótico y otras variables según el objetivo de cada 
experimento. 

MEDICION DE CRECIMIENTO 

Para m2dir el crecimiento se procedió de la siguiente forma: 

De cada cultivo se tomó una muestra de 2 ml, se centrifugó a 7000 
rpm durante 10 minutos. El sedimento se resuspendió en l ml de 
ácido tricloroacético al 51. y se homogeneizó mecánicamente en un 
aparato modelo K45 de tri- R - Instruments a velocidad 2. Se 
adicionó 1 ml de ácido tricloroacético al tubo de homogeneización 



recuperar la proteína res dual. El homogeneizado se 
7000 rprn durante 10 rn nutos y se eliminó el 

El sedimento se resuspend 6 en 1 rnl de hidróHido de 
~sodio N y s2 midió la proteina por el método de Lowry (231, 

utilizando corno patrón una solución de albórnina sérica bovina. 

MEDICION DEL 1':\NTIBIOTICO 

En el caldo de cultivo de las muestras obtenidas se midió la 
concentración de penicilina por el método de difusión en agar con 
§ªC!;!.!2ª l!l:h§§! como microorganismo d2 prueba .. 

Se utilizó una curva patrón de bencil-penicilina en un rango 
analítico de concentración de 0.1 a 1 µg/ml de concentración. 

MEDICION DE AMONIO RESIDUAL 

En el sobrenadante de las muestras obtenidas se midió 
concentración de amonio por el método de Weatherburn 
utilizando cloruro de amonio corno patrón. 

MEDICION DE LA POZA DE f'iCIDO GLUTAMICO 

l~a 

(241 

El ácido glutárnico se eutrajo a partir de células cosechadas en 
las diferentes etapas de la fermentación, se separó en un 
analizador de amino.~cidos (Aminco, Sil·<er Springs, MD, 20852) y 
se cuantificó ~or radiofluor·ometria CArnincol después de una 
reacción de ¿H.:oplci;í1ic;-,-to con c<ldehic:lo 0-ftálico \3ó). 

MEDICION DE U:'i ACTil/ID1;0 DE LA ENZIMA GLUTAMATO DESHIDROGENASA 
DEPENDIENTE DE NADF'H IGDH-NADPHJ <EC 1.4.1.41. 

a) Preparación del e~:tractci o.=n::imático: El micelio se cosechó por 
filtraL.i.0.,, ::2 l~vn dos -..1eces con agua destilada y se deshidrató 
ccin acetona. LGs pol\.'OS ol:.t,enido':> se conºclc..1-wn 1· -:!.3 medición de 
la actividad se lle~~ a ~3bo después d2 recolectar el micelio 
correspondiente a los tieíl1pos pla~eados en el experimento. En la 
ma·ioria de los casos se Lo1naron muestras cada 12 horas 
apro~imadamente durante 96 l1oras. Para estos cultivos se 
utili2ar-o.1 malr·aces Fer·nbach con 500 rnl de medía de producción .. 

Posteriormente los polvos se suspendieron en un volurn2n de 
solución amortiguadora de Tris-HC1 0.1 N, pH 8.0. La relación 
utilizada para las 12 y 24 l1or-as fue de 1.5 g de micelio en 20 ml 
de solución arnort1gwadora. F'ara las siguientes muestras se 
utilizó una relaci6n 1:20. Las células contenidas en esa 
sus.pensión se desi1\teg.r-ar-on en un homogenei:zador Br-aun MSt< tipo 
853030. Las estruclur-as c0lulares se separaron por centrifugación 
a 15,000 r-pm tlurante 1.0 minutos a 4 ~c. El sobrenadante se separó 
y se midió la actividad enzimática inm&diatamente. 



de los extractos se midió por el método de Lowry 

b) Medición de la actividad enzimática: La actividad se determinó 
por medio de la oxidación del fosfáto de nicotinamida adenina 
dinucleótido INADPHI midiendo el cambio en absorbancia a 340 nm 
en un espectofotómetro Bec~~man. La mezcla de reacción contiene: 
cloruro de amonio 28 rr~, ácido a-cetoglutárico 8.7 mM, NADPH 
0.28 mM y e;:tracto en::imático cor-respondiente a 0.5-1.0 mg de 
proteina, en un volumen final de 1.0 ml de Tris-HCl 0.1 M pH B.O. 
La actividad especifica se expresó en µmoles/mg de 
proteína/minuto~ 

MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA GLUTAMINO SINTETASA CEC 
6.3.1.2.l. 

al La preparación del extracto enzimático se llevó a cabo de .la 
misma manera que para la enzima glutamato deshidrogenasa excepto 
que la solución amortiguadora utilizada es de fosfatos 0.1 M, pH 
7.6. 
La proteína de los extractos se midió por el método de Lowry 
<23). 

bl Para la medición de la actividad enzimática se siguió el 
método de Ferguson y Sims (34). 

MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA GLUTAMATO SINTASA 
1.4.7.1.l. 

al La preparación del extracto enzimático se llevó a cabo d~ 
misma manera que para la enzima glutamino sintetasa. 
La proteína de los extractos se midió por el método de 
(23). 

b) Para la medición de la actividad enzimática -se sigui.-ó ---"él:~~---_-c __ 
método de Meers, et al 1351. 

OBTENCIOM DE LA CEPA MUTANTE DE E:_,_ i;b.t:.~§99§0\o!!!! gdh-A1. 

Para obtener und cepo mutante de E~ ~b[~§Q9~Q~ffi con una actividad 
de GDH-NADPH nula o diferente a la de la cepa original se 
procedió de la siguient~ forma: 

a) Para llevar a cabo la 1nutagénesis se utilizó una suspensión de 
esporas de E~ 5bC~§99~G!o!ill con 50 µg/rnl de N-metil-N'-nitro-N­
nitroso-guanidina CNTG> d1Jrante 15 minutos. 



La concentración del agente mutagénico fue elegida 
~est.iltados obtenidos para un trabajo anterior 
co~unicación personal) en el que se realizó 
viabilidad celular con respecto al tiempo 
concentraciones de ~lTG CFIG 9). 

utilizando los 
<R. C. Mateos, 
una curva de 
a diferentes 

El tiempo de c.~nlctcto 1-1 .... 11• t4TG se eligió 1_ttilizando la 
concer1tr-ación de 50 µg/ml y analizando la auxotrofia y viabilidad 
celular a diferent~s tiempos de contacto. 
Los resultados para este trabajo se muestran en la Figura 10. 

bl El aislamiento de 
la sensibtlidad de 
amonio <361. 

las colonias de interés se realizó en base a 
las células gdh- a altas concentraciones de 

Con el fin de obtener un mayor n~mero de células con alta' 
probabilidad de car-ecer de la actividad de GDH-NADFH se utilizó 
un método de enriquecimionto basado en el hecho de que la 
asimilación du amo11io en cultivos crecidos en 100 mM de este ión 
se lleva a cabo preferencialmente por esta en:ima ya que la otra 
enzima involucrada, glutamino sintetasa CGS) tiene baja actividad 
en esas condiciones C15). 

La susper1si6n de esµoras mutag2nizadas se cultivó en el medio de 
producción utili=ando una concentración de amonio de 100 mM~ El 
CLtltivo se filtr-ó cada 12 horas a través de gasa con el fin de 
que las espor-as ger-minadas quedaran atrapadas por su 
caracteristica miceliar y las qLt2 no habian germinado 
probablemente por la carencia de la actividad de GDH-NADFH 
continuaran en el fnedio de cultivo. Este procedimiento se realizó 
3 veces y después el cutivo se filtró por una mernbrana Millipore 
de 0.45 micras. Las esporas obter1idas se congelaron en una 
suspensión de glicer·ol al ~0% para la posterior selección. 

Selección de las mutantes: De la suspensión de esporas se 
hicieron diluciones hasta 10 9 y se platearon en el medio de 
conservación. Las colonias aisladas se transfirieron a los 
siguier1tes medios sólidos para su selección: 

1. M8~iu d~ prudu~ción CMP) con 10~0 m~1 de cloruro de 
amonio .. 

L. MF con 100 mM de cloruro de amonio IM1). 
MF con 100 mM de cloruro de amonio y 100 
µg/ml de ácido glutámico IM21. 

4. Medio completo CMCl. Medio de conser-vación. 

Las colonias seleccionadas fueron 
medios MP y ?12 y que no crecieron 
contenido de cloru~o de an1onio. 

aquellas que crecieron en 
en el medio Ml debido al 

los 
alto 

El medio M2 se utilizó porque probablemente las células que 
carecen de GDH-NADPH p1~esentan una deficiencia de ácido glutámico 
aunque no sean estrictamente au:cótrofas cuando son cultivadas en 



concer.traciones de amonio (100 mMl ya que la actividad de 
enzima glutamino sintetasa es muy baja en esas condiciones. 

medio MC se utilizó para comprobar que er. la técnica utilizada 
las esporas se inocularon en todos los medios y que la ausencia 
de crecimiento no se debe a un proceso de inoculación incompleta. 



. ,} 1 GURA 9. biné! ica da viabi lldad celular 8~ suri~~~slonas 
.. ... . . de P. chrysogenum expuestas a dl.lerente~ coriCentraclorieS 

~NIB . 



FIGURA 10 .. Clnétlca de viabilidad celular y auxotrolía en 
suspensiones de células de P. ct1rysogenum 
expuestas a 50 µg/ml de NTG. 

"---=-=..:0.7--= '.-=-=:o-·.-'~ ----- -- ·-----



OBTENCIDN DE LA CEPA 
gdhAl. 

Después de la selección 
mutagénesís obtuvimos dos 
compor-tamiento: 

de las 
cepas 

cepas resultantes de la 
que tuví eran el siguiente 

Crecimiento a las 48 hor-as 

Cepa MP Ml M2 MC 

-CM1. ++ 

CM2 ++ 

Silvestre ++ ++ 

significa ausencia de crecimiento 
+ significa que la cepa cr-eció menos que la cepa Y a 
menor- velocidad. 
++ significa que la cepa creció igual que la cepa silvestre. 

Se obtuvo otr-o grupo de tres cepas que aQn cuando crecier-on en el 
medio Mi su crecimiento fue menor al de la cepa silvestr-e y éste 
se estimuló al estar pr-esent:e en el medio de cultivo el ácido 
glutámico ICM3, CM4 y CM51. 

Aunque estas cepas no debian presentar nece5ariamente alguna 
auxotrofía se hi~o un análisis y ninguna de ellas requiere 
aminoácidos ni nucleótidos para su crecimiento .. 
Es interesante l1ace1- notar que las cepas CMl y CM2 que no 
crecieron 21) medio sólido con 100 rr1M de NH4Cl, si lo hicieron 
cuando se incubaron en este mismo medio en matraces Erlenmeyer 
con medio líqLlido y agitación constante. Aón asi no alcanzaron el 
cr-eci111i~1~:._ . ..::i ~t.= la ·-C-tJ¿, :;;i i ... ·c:::::.ti-.:;; sit.=::o.c!w .-112¡¡;:;:- ::;u \.'clo::idad de 
creci1ni8nt.o. 
La cepa seleccionada para este estLldio fue la CM1 
denornin~remos gdhAl. 

a la qu2 

Esta cepa fue prapor-cionada al Doctor J.R. Kinghorn (Departamento 
de Genética, Universidad de Glasgow, Escocia), para su estudio 
genético. Estudios preliminar-es indican que esta cepa tiene una 
mutación estructural para la enzima GDH-NADPH. IS. Sánchez, 
comunicación personal). 



CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE PENICILINA 

CGp2s ce E sbC~§~g§Q~ffi utilizadas en este estudio se 
cultivaron en el medio de producción de penicilina que contiene 
como fuente de nitrógeno clorura da amonio en una concentración 
de 10.0 mM con el fin de comparar los niveles de producción del 
antibiótico. 

La cepa silvestre utilizó el amonio entre las O y 36 horas de la 
fermentación, lo que coincidió con el inicio de la síntesis de la 
penicilina (Fig 11al. En la cepa gdhA1 sin embargo, el amonio no 
fue consumido en su totalidad permaneciendo en el media de 
cultivo durante toda la fermentación, notándose una disminución 
muy pequeKa en la concentración de este compuesto después de las 
primeras 12 horas de cultiva <FIG llb). 

El punto más interesante es que la cepa gdhAl no produjo 
antibiótico en estas condiciones adn después de haber alcanzado 
la fase estacionaria. 

El crecimiento de la mutante es lento y apenas alcanza 
estacionar-ia a las 60 horas, 36 hor-as después que 
silve~lre. 

su ·Fase 
la cepa 

3. CINETICA DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUTAMATO DESHIDROGENASA Y 
POZA DE ACIDO GLUTAMICO. 

En la cepa silvestre, la actividad de GDH se incrementa hasta un 
valar de 3.5 µmoles/mg prateina/rnin a las 12 horas de cultivo, 
probablemente porque se encuentra la n1ayor concentración de 
cloruro de amonio. Posteriormente la actividad especifica declina 
cuando el microorganisnio entra en la idiofase, pero nunca llega a 
niveles bajos a pesar de que el microorganismo lleva 24 horas de 
estar en fase estacionar-ta, inclusive a las 60 horas se vuelve a 
incre1nentar lige~amente la actividad de GDH. 
La poza de ácido glutámico correlaciona con el perfil de la 

__ enzima ten;. en do un m.:i:; i 111..::. ¿, l.;::::; 1 ~ horr.s y después disminuye 
gradualm2nte (FIG 12al. 

La mutante presenta un perfil diferente al de la cepa silvestre, 
ya que tiene una má"ima actividad de GDH-NADPH a las 36 horas, 
tiempo en el cuál el microorganismo está en plena fase 
exponencial, sin embargo, la actividad especifica es 
aproxirnadan1ente la mitad de la de la cepa NRRL-1951. 

La po=a de glután1ica no correlaciona en este caso con la 
actividad aunq&Je corresponda a la mitad de la concentración de la 
cepa silvestre a las 12 horas <FIG 12 b). 

Sin embargo a las 36 horas que es cuando se observa también la 
máxima actividad da la cn~ima GDH-NADPH para la capa gdhAl, la 



1 o .~ 12 24 36 46 60 72 64 

TIEMPO (H) 
Clnólice de crecimiento { X). produc:clón de penicilina { • ) y 
amonio ex1racelular ( X10 rnM) (-¡- ). 

Ambas cepas tue1cn crecidas en medio de producción con 
cloruro de amonio (10 rnM) corno fuente de nitrógeno. 
(a) cepa NRRL-1951 y (b) cepa gdhA1. · 





'cbricentración de glutarnato es de 77 X de la concentración de este 
~rnlnoácido para la cepa silvestre en esas condiciones 10.52 vs 
0.40 pmol/rng proteína!. 

Estos resultadús sugie1-en que no sólo es important2 la 
concentraci6n de glutamato sino que ambos eventos parecen estar 
relacionados con Ja síntesis del antibiótico : una po=a elevada 
de ácido glutáinica y la presencid de actividad de la en=ima GDH­
NADPH. 

Al observar que l~ cepa gdhA1 no consumia la mayor parte del 
amonio adicionado al medio de cultivo cabía la posibilidad de que 
la cepa tuviera algún problema con el transpor-te de amonio al 
interior de la célula. 
Para comprobar si podía crecer y producir antibiótico utilizando 
ot~a fuente de nitrógeno inorgánico, se cultivaron ambas cepas en 
el medio de producción sustituyendo el cloruro de amonio por 
nitrato de sodio a la mis1na concentración 110 mMl. 

4. CINETICA DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE PENICILINA UTILIZANDO' 
NITRATO DE SODIO COMO FUENTE DE NITROGENO. 

En la cepa silvestre crecida utilizando nitrato de sodio como 
fuente de nitrógeno, se observa un retraso en la producción de 
penicilina <FIG 13al aunque el c1~ecimiento no se altera en 
relación al obtenido en cloruro oe amonio. 

Esto sugier-e que las e1,zimas nitaro y nitrito reductasas estan 
funcionando para la producción intracelular de amonio y 
probablemente el ~etraso en la proclucción de penicilina en estas 
condicion~s podría explicarse por ur1a concentración de amonio 
intracelular alta que permiLa un buen crec1mier1to pero que afecte 
la sintesia del a1,tibiótico como sucede al crecer E~ ~b~~§99§Q~ffi 

en altas ~oncer1traciones de amonio. 

La cepa gdllA1 crece mejor que en el 
cuando se utili~a nitr·ata de sodio, 
cur~d bif~sica CFTG 13b). 

medio con cloruro de amonio 
sin embargo, presenta una 

Aún cuando el crecimiento es meJor nos~ o~serv~ la producción de 
penicilina. 
A par-tir de las 24 hor-as de fermentación, esta cepa co111il::íi::a a 
e~cr-et~r a1nonio al medio de cultivo en concentraciones 
impo~tantes que alcarizan hasta 5 mM apro~:iraadamente a las 60 
horas. Esto nos sugiere que la cepa gdhAl incorpora el nitrato de 
sodio pt.oro que al no poder canalizar el amonio en altas 
concenlra.r:i..:ir.es hacia la for·maci ón de aminoácidos cumo glutamato 
y glutamina comiertza a e}~cretarlo al medio de cultivo. 



FIGURA 13. Cinética de crecimiento (X), producción de penicilina { • ) y 
· · amonio exlrace\ular {-!-)(10XmM). 

Ambas cepas fue1on crecidas en medio de producción cOn 
cloruro do amonio (10 mM) y nitrato de sodio {10mM) como 
fuentes de nitrógeno. {a) cepa NRRL-1961 y (b) cepa gdhAt 



EFECTO DEL ACIDO GLUTAMICO EN EL CRECIMIENTO,PRODUCCION DE 
PENICILINA Y ACTIVIDAD DE GDH-NADPH DE LAS CEPAS NRRL-1951 Y 
gdhAl. 

Al in:icio de este trabaJo SE p:--e-;;entc.ro;·, los r2suJ..lados obtenidos 
al adicion~r ácido glutámicc al inicia de la fase estacionaria de 
un cultivo de E~ S~C~§Q9§D~ill NRRL-1951 crecido utilizando 10 mM 
de cloruro de a1nonio Gn el medio de cultivo. 
Con el fin Je conocer el efecto del ácido glutámico sobre la 
síntesis cie penicilin~ al inicio de la fermentación se 
sustitu;~ó el cloruro de ainonio del medio de cultivo por ácido 
glutámico en ur1a concentración de 10 mM. 

A partir de la observación de un efecto estimulatorio de la 
síntesis de penicilina en estas cor1diciones, era interesante 
conocer el comportamiento de esta cepa al sustituir desde el 
inicio la fuente de nitrógeno por ácido glutámico. 

Pa~a llevar a cabo este experi1nento utilizamos 
producción con 10 mM de ácido glutámico al 
fe-.-mentac] ón y utilizando adic:o:-ies cada 12 t-101-as 
de estE' mi,;mo an1inoácido <FIG 14a l FIG 14bl. 

el medio de 
inicio de la 
hasta 36 horas 

En presencia de este aminoácid13 ~dicionado como ónica fuente de 
nitrógeno la síntesis de penicilina se retrasa 1·1asta las 60 horas 
aunque la velocidad de formación del ar1tibiótico parece aumentar. 
Si.n embar·go, hasl~ las 84 horas no alcanza el nivel obtenido en 
el contr"'Ol ClO.O m:·i de clorur-o de amonio) CFIG 14a). Asi mismo, 
la acti·1idad de GDH-NADF'H fue mucho menor, recuperándose a partir 
de las 36 ho~as. 

En preser:cia de ácido glu·támico adicion~do corno única fuente de 
nitrógeno y' .,.:..dlcicinándolo a la.s (1, 12, 24- y 36 lloras del cultivo, 
la síntesis de penicilinct no sólo se retrasa ha·5ta las 60 horas 
sino que se t11antie11e a un nivel muy bajo Cdiez veces menos que el 
control) <FIG 14a). 

De la misma forma, la actividad de GDH-NADPH es mucho menor y a 
las 60 horas de fermentación ya no se detecta IFIG 14bl. 

-En estos do·:;; casos, no hay diferencias en el crec:i miento ni 
tampoco en el pH del medio de cultivo en ninguna de las dos 
condiciones. 

Estas observaciones sugieren que la actividad Je GDH-NADPH es 
afectada por la concentración de ácido gl~támico ya que este es 
el producto final de la reacci~n. 
Sin embargo, s~~emos que el ácido glutámico tiene un efecto 
estimulatoriJ sobre la sintesis de penicilina, cuando se a~ade al 
inicio de la fase estacionaria. Analizando los resultados 
obtenidos podríamos pensJr que la presencia de este aminoácido no 
es un evento único p~ra ejercer el efecto estimulatorio. 

Una posibiliciad 
-fermen-Lc:.cián El 

i?s que t\l 

amir.oác1c!o :;P. 

ser- adicionado 
utilice pot-a 1 a. 

al inicio 
fot-mcir:i ón 

de 
de 

la 
las 



necesarias para el crecimiento y que_ sea ~~cesario que 
esté en las condiciones que se presentan en el inicio 

fase estacionaria. 

posibilidad que deben1os terler en mente es 
adicionamos ácido glutámico como fuente de nitrógeno, 
olvidar la relación que este compue3to tiene con 21 
de carbono y la interrelación dE ambos metabolismos. 

que cuando 
no podemos 

metabolismo 

Existe~ evidencias en 0studios :-ealizados co:1 B§~~C9il1Y§ 

Di~~lªC§ C38~ de que :a preser~~l~ G a.~senc1a de glucosa e11 el 
medio de Cülti·~o i~ion~ ~~ec~o en las actjvidades d2 las enzimas 
GDH-NADF'H i GDH-NAD. EG este estu.jia la actividad de GDH-NADPH se 
pierde er, un m~dio que cat-ece d.? ~lucosa 'f esta pérdida 2s más 
r·ápida t:U.:.li-:dG el 0lc.-;.:-.ai'n.:;.t . .:; .. -::stz\ p:--2s,?1¡t2~ 

Por otra p¿rt~~ la act1vJdad d2 GDH-NAD 3e incre~enta de 5 a 8 
veces durante el creci1~i2ntc d2~ cultivo utili~2ndo glutamato 
como 1~nica fuente de nit~6g2no. 

Par-a podG>r· cotT,pc.1.r·ar 21 con¡¡:.or-tci;T1i~1.::c en 2s:tas cor.diciones 
las dos cepas, la NRRL-1951 y la gd~iAl realizamos este 
experimento con la cepa muta11te. 

Los r2sul ta.dos se muestran L'r1 las Figuras 15a y i5b. 

entr-e 
mismo 

El hecha más interesante es qL¡e en todas las condiciones en que 
se adicionó ácido glutámicc al medio de cultivo la cepa gdhAl 
p~odujo pen1cil1na. 
Estos re3ultados SLtgieren que el ácido glutámico está involucrado 
en la síntesis del antibiótico. 

Cuar.do el ácido glutárnico se adicionó a las O, 12, 24 y 36 horas 
se obser-vó el mayor- cr-ecirniento aunque la producción de antibió­
tico fue tar-dia y el nivel más bajo de todas las condiciones. 

Cuando se 
penicilina 
menar· 

aF.adi ó al 
fue mayor 

inicio del cultivo la producción de 
aLtnque el nivel de producción es J veces 

respecto a 1~ fase de crecin1ierito. 

conocer si en esta cepa se presentaba el efecto 
estim~lrtlüriu que se obse1·-va en l<l cepa silvestre al adicionar 
glutámico 6 las 36 horas Cinicio de la fase estacion~ria>, se 
realizó un 2xper·ijnento con la cepa gdhA1 adicionando el 
aminoácido a las 60 hot··as (inicia de la fase estacionaria), sin 
emba.r-gw aunque se cinali~al'"on n1uE:osLr·ds hasta las 132 horas no se 
observó la producción del antibiótico. 
El crecimiento fue similar al control hasta las 96 horas pero 
después declinó rápidamente. 

En esta cepa no se d~tectó actividad de GDH-NADPH cuando se 
cultivó en rn0dia al que se le adicionó ácido glutámico en 
múltiples adiciones CO, 12, ~4 y 36 hor-as). 



flglrro ·14D. ClnbtlcD de creclmlonlo (~ - -) Y producclOn de pen/clllna (--), La- CUPB NRBL~1951 

1uu crocidb en medio do protJuccl6r. con cloru10 do amonio 10 mM ( • ), con plutomaw 

10 mM (•)y adicionando ~tulamato 10 mM o 1011 o. 1~. 2'1 y 30 hnratt (;t::). 

Clnóllce do creclmlen1o (· - ··) y octlvldod do ODH-NADPH 1----1· Lo copo NRRL-\9rí1 

1ue crecido on medio de protJucc16n con cloruro de amonio 10 mM t • )1 con gl11temo-

10 10 mM 1~) y ac11c1or1anoo glu1ema10 10 mM e les O, 12, ?.4 y 3n horoa ( )t ). 



Cepa gdhA1 

TIEMPO (h) 

creclmltmlo (· - -) y producclOn da ponlclllne (--).Le cepe gdhA1 
en i:nocilo do producción con cloruro do ttmonlo 10 mM I • }, con glutarn&to 

do croclmlanlo (·· - -) y ocllvldnd do ODH-NADPH ( -- ). La cepa gdhl\1 

"lu() crecida en medio de producclOn con cloruro de amonio 10 mM ( • ), con glulame­

to 10_ mt.A (+) y aotclonando glu1ama10 10 mM a las O, i2 1 24 y 3C horas ( it) 



Sin embargo, cuando se le adicionó el aminoácido a las O horas 
-i~s · niveles de actividad fueron diferentes a los del control 
,-dur-ante las primeras 72 horas. A partir de ese momento se detectó 
la actividad a niveles siniilares ~lo~ del cuntr-oi. Esto sugiere 
que la activi¡Jad de la 
comportamiento de la 
glutámico aunque los 
15b). 

GDH-NADP~f 2n la rnL:t~nte 5igue el patrón de 
cepa silvestt·e con respecto al ácido 

niveles enzimáticos sean meGores CFigura 

Observando las figuras 14 y 15 podemos concluir que en las cepas 
estudiadas se requi2re no sol~mente de altas concentraciones de 
ácido glLttámico sino tambión de ciertos niveles de actividad de 
la enzima GDH-NADF'H par-a que i_?;,:ist.;. Lina est1mulación de la 
p~oducción del antit1iótico. 

Sin embargo, también ei:iste la posibilidad de que esta enzima 
tenga un papel indirecto al afectar la concentración de amonio y 
permitir que se lleve o no a cabo la represión por amonio que 
existe en la producción de algunos metabolitos secundarios. 

6. EFECTO DE LA GLUTAMINA EN EL CRECIMIENTO Y LA PRDDUCCIDN DE 
PENICILINA EN LAS CEPAS NRRL-1951 y gdhAl. 

Es bien conocido que en las células eucariontes que son crecidas 
utilizando nitrógeno inargánicc, este se asimila en forma de 
ácido glutámicCJ o gluta¡nina. 
En E~ ~bC~§QQ~QYffi~ ~lunter y Segel (37> reportaron que la 
concentración intracelular de glutamato fue mayor que la de 
cualquier otr-o ~minoácido. Sánche::: et al (15) e·:;tudiar-on la 
relación de las pozas de glutárnico y Qlutan1i11a y encontraron que 
la má:~ i m2 cwncentrac i ón dci ;J.,r:bo'~ -3:mi noác idos se alcanzaba al 
final d2 la fase logar·itmica de crecimiento (36 horas) y esta 
situación ¡~recedia al~ formación del antibiótico. 

Para estudiar los efectos sobre c:-ecimi~nto y producción de 
penicilina en las cepas involucradas e~ este Estudio, se 
cultivaror1 en el meclio de producción sustituyéndose el cloruro de 
amonio por glutan1ina (10 mMl como fuente de nitróqena. 

En la cep~ ~JRR~-195! la sir.te~is d2 a~tibiótico se retrasa 12 
hGras y no alcan~a los 11iveles de producción del control. En 
estas condiciones se detectó e::cr-eción de iones amonio al medio 
de cultivo CFIG 16a). 

crecimiento" 
Además se 

medio de 

En la ce~¿ gd:1A1 s2 cbserva una estiraulación en el 
sin em!3argo no !1ay producción del antibiótico. 
manifiesta otra vez la excreción de iones amonio al 
cultivo como cua.ndo se utilizó nitrato de sodio como 
nitrógeno !FIG 16b). 

fuente de 

E~isten evid~ncias para la degradación de glutamina en otros 
sistemas celulares 130 y 31) por una vía llamada de la w-amidasa 
en la cual la glutamina en un proceso de transaminación produce 



aminoácidos y a-cetoglutaramato a través de la enzima 
-~lutamina transaminasa. Posteriormente, el a-cetoglutaramato se 
.hidroliza por la enzima w-amidasa obteniendo asi amonio y 
a-cetoglutarato. Calderón, et al, (32) han demostrado que esta 
v~a opera en ~~~CQ§QQCª ~Cª§§ª y que es la responsable de la 
conversión de glut~mina a nitrógeno a-amino, amonio y esquel2tos 
de carbono. 

Estos auta1~es encontrar·on que la glutamina se degrada por 
via y que e~ amonio es reasimilado po~ la GDH-NADPH par lo 
una mutante que care=ca de esta actividad excretaria amonio 
medio de cultivo cuando se utiliza glutamina corao fuente 
nitrógeno. 

esta 
que 
al 
de 

En estudios ant8rior·es C15> realizados utilizando concentraciones 
de nitrógeno inorg~nico C85 mM) se ha observado un efecto 
negativo en la síntesis de per1icilina. 
En el caso de cultives con ~lutamina como fuente de nitrógeno se 
observa en la Figura 16 la excreción de amonio al medio de 
cultivo en ambas cepas. 

En la mutante, esta excreción puede deberse a la falta ·de 
actividad de GDH-t~ADPH, sin embargo esta excreción también se 
observa en la cepa silvestre. 
En esta cepa aóri cuando hay producción de penicilina, ésta es 
menor que en el ccntr~l por lo que podríamos pensar en que existe 
un efecto como el observado al a~adir altas concentr-aciones de 
amonio al media de cultivo. 

7. SINTESIS DE PENICILINA 
DE CELULAS CULTIVADAS 
r-JI TROGEtlO. 

EN UN MEDID DE FORMACION DE ANTIBIOTICO 
PREVIAMENTE EN DIFERENTES FUENTES DE 

Con e! fin de conocer si amonio, glutamina y ácido glutámico 
teníar1 efecto sobre la sintesis ~§ QQ~Q de penicilina, utilizamos 
el medio de formación de antibiótico CMFAl que permite la 
medición de penicilina bajo condiciones controladas. 

Las dos cepas se cultivaran 
pr·oduccjón d~ penicilina con 
cosecharon 
de'5t i 1 a.d.3 
fuEntes de 
fot~ma: 

'( 5E' 

y 5E resLtspendieron 
nitrógeno utilizadas 

dura11te 36 horas en el medio de 
10 mM de cloruro de amonio, se 

dos veces sLt volumen de agua 
en el MFA suplementado con las 
en este estudio, da la siguiente 

al sin fuonte de nitrógeno (control) 
bl con 10 mM de el oruro de amonio 
c) con 10 mM d" ácido glutámico 
d) cor1 1 o mM de t:.i l utami na 

A las 24 horas se midió la penicilina producida y se obtuvieron 
los resultados que se presentan en la Figura 17. 
En la cepa silvestre se puede observar que con la adición de 
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TIEMPO (h) 

FIGURA 16. Oinótlca de crecimiento (X), producción de penicilina ( • ) y 
amonio ox lracolular (-¡. )(10XmM). 

/\mbas cepris fueron crecidas en medio de producción con 
cloruro do amonio (10 mM) y glutamina (10mM) como fuentes 

. de nitrógeno. (a) cepa NRRL-19b1 y (b) cepa gdhA1. 



ácido glutámico hay 
de penicilina, no 
glu~aminaJ que son 

un ncremento significativo de la producción 
as en las otras condiciones (amonio y 

sim lares al control sin fuente de nitrógeno. 

Los datos p~ra l~ cepa 9dhA1, do~de no hubo producción de 
antibiótico en r1ir1guna de las condiciones sugieren que las células 
podrían carGcer de l~s enzi1nas necesarias para la formación de 
penicilina por no ha:Jerse formado en pres2ncia de ¿mcnio. 

Par-a conocer ·:;i el ácido glut.é.111ico o l.:.r ¡Jlut<3mir,a 
di~erent~s en la fase d2 crecimie~to inicial 
experimento anterior cultivando las cálulas de E~ 
el medio de producción sLstituyenda el cloruro 
estos aminoácidos. 

ten í ar. efectos 
·3e repitió el 

f;bCY§9g§!}!d!D en 
de amonio por-

Después de 36 hot-as se cosecharcin y transfirieron al 
resultados se 1nuestran en las Figuras 18 y 19. 

MFA. Los 

Cuando las células de la cepa NRRL-1951 se cultivaron con ácido 
glutámico como fuente de nitrógeno <Figura 18> se observa un 
incren1ento importanle no sólo del control 5in fuente de nitrógeno 
(1.35 vs 1~53 µg/1ng) sino ta1nbién cuando se adicionaron amonio y 
ácido glutámico al MFA. 

En el CC\SD ele la r:epa gLii1Al se üb·.=:>e1-vó la fo1-,1.aciór-, d2 penicilina 
en el control (sin fuente de nitrbgeno) y se observó también la 
estimulación por ácido glutámico en una proporción mayor que en 
la cepa NRRL-1951. 
SiG embargo los niveles de antibiótico en la cepa mutante son 10 
veces menos que para la cepa NRRL-1951 en el caso del MFA 
control. 

Estos r2sL&ltados indican qLte el ácido gJutámico si tiene un papel 
inductor- J::·n la síntesis de penicilina y que su pr-esencia en las 
etapas pr-evias a la síntesis del antibiótico es necesaria para 
quG esta sintesis se lleve a cabo. 
Sin emba~·go para la cepa gdhA1 parece no ser suficiente la 
presencia de esos niveles de ácido glutámico para alcanzar los 
niveles de producción del antibiótico. 

En el c~so ~2 !a~ células cLtltivadas previamente 
como -;L¡e1·1::-.2 .... ie ¡ii_ tró92r . .:;, SG o::.s2r•;.:::, qu2 1 a 
penicili116 ha sidu afect¿,da negativamente en ambas 

En glutamina 
p:--oducción de 
cepas .. 

En el caso d~· la c:epa silvestre~ Mateos~ 

una e::plicacijn par3 el efecto inhibitorio 
F-:. C .. obser·vó 
de glutamina 

-¡ postuló 
a niveles 

u1a'yur ¿...:::, Üc.~ : 111~1 ( :i 9). 
Sus da·tos SL•gieren la posibilidad de que la glutamina este 
involucrada en el transporte de aminoácidos en forma de un ciclo 
sirnilar al del 7-·glLltan1ilo y por la relación que parece existir 
entre la primQra enzima de la síntesis de penicilina y de la que 
sinteti%a glutatión, esta es una interesante posibilidad. 

Can respecto a la cepa gdhAl, el valor obtenido en el control 
(sin fuente de nitró9eno) es muy bajo y esta en los límites de 
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de P. c/Jrysnqqnum precrecldas en medio de producción 

y tranr.lerldas a las 35 horas a MFA con dllnrente 
nitrógeno (control, amonio, glutamato y glutamlna). 



- control 

ti\\\'3 amonio 

O glulornelo 

f':!ZqJ glutamlna 

O glutamato 

m glutamina 

de P. chrysnqFmum precrecidas en medio de producción 

.con glutamalo y transferlclar. a las 36 horas a MFA con dlle­
-_rentes fuentes de nitrógeno (control, amonio, glutamato y 
glutamlna). 
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FIGURA 19. Células rl8 P. ctirysoqrmum preerecitiaG en metjio de produoolon 

con glutamlna y transforldas a las 36 horac a MFA con dife­
rnntes fuontes do nitrógeno (control, amonio, glutamato y 
glutamina}. 
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'i~·ef~cci ón del método analítico por 1 o que podemos considerar que 
.. · . . -~l com~ortamiento de las células precultivadas en glutamina es el 

~~-~o que para las que se cultivan en amonio <Figura 171. 

8. ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS INVOLUCRADAS EN EL PROCESO DE 
ASIMILACION DE NITROGENO: Glutamato deshidrogenasa 
dependiente de NADPH (GDH-NADPHI, Glutamino sintetasa (GSJ y 
glutamato sintetasa CGOGATI. 

Para tener u~ mayor conocimiento sobre las enzimas involucradas 
en el proceso de asimilación de nitrógeno en E~ ~bC~§QQ§QYffi, se 
cultivaron ambas cepas en el medio de producción de penicilina 
usando como fuentes de nitrógeno, amonio y ácido glutámico. 
A las 24 horas de fermentación se cosechó el micelio y se midió 
la actividad de las tres enzimas involucradas en la asimilación 
de amonio <Figura 71. 

Los r2sultados se muestran en la Figura '.20 e indican que para 
ambas cepas la GDH-NADPH tiene L1na actividad menor cuando se 
utiliza ácido glutámico. Del mismo modo la actividad de GS se 
estimula en esas condicio11es y esto se observa en mayor gr~do en 
1 ·a cepa gclhA 1 • 

El efecto negativo por glutámico sobre la actividad de GOGAT es 
evidente también para ambas cepas. 

En el mediu de pr-oduc:ci 6n nor-mal (con clo~-uro de 
encontramos que la ~ctividad de GS para las das cepas 
misma, sin embargo, para la cepa gdhA1 la actividad de 
sufrE un &umento de apro:<imadamente 2 veces con respecto a 
la silvestre~ 
Esto sugiere que la cepa gdhAl suple sus necesidades de 
glutámico por la vía GS/GOGAT. 

amonio) 
es la 

GOGAT 
la de 

ácido 
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FIGURA 20b. Células cultlvadall en glutamato.Acflvld~d inJd¡~~ ~;las;~horas 
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FIGURA 23. ::!ELACIO~ E:-1TRE EL ~lr:TABOLIS;.tO :-!ITROGE1'ADO Y LA PRODUCCIOX DE PE~!ICILD!A 
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Si1~ eH1ba:r gu, al p.,.u·12ce1·, 1 e" e:·;:.:ima GriH-·f·lhDFll pu.ede ~.,r?r r2p;-imic!a 
pot· e;-~lc.• a1 .• ifiu,áLJúu y esto nüs suyLere, toma¡1.Jo en CLH¿;nt.a los 
t•ssutLc.-t.dD:5 ubLe-11i<iUS» l:u;1 ld C:t?p1...i 9dl1AJ <FIG 15a y 15!.;)~ que .i-i;.l 

dis1¡¡1nu:_Ló1; e-11 12. producción de- peni..c.ili1\a est.;.\ r-elacionada liü 

:;ld.o L:Dn Ja. pt1~,) 1...i~ 1Jlui:.á1hiLD s.i110 t._a11ib~én cun el papel r-eguladwr 



&nz1111c~ (27}. 

Ge la ;::epa gdl1Al 11os ind:ica que ~a po;:e.. de ácido 
- f_ú-OV1t2rú2- inc:i.,;.l-1nen-t.e Jel fu-¡·,cion¿,mientu del siste.1}a 

si11lt:LC:i;:,.o./..;_,:L.tv.¡r,.:.;.to ::;_;_r;t0t;:1;.::.~·~ (GF/GOGAT) ya qLle la 
u .. ~ CDH -r.!;'~1DFH se:: dr::,t·ec;"'~ ._,... par·Lir de 1as 'd.4 ho1--¿;s de 

( F 1 í3 1 lb y 2C ": • 

µu.c:a de: t·i.-;L~ ,_\mi1·,0C:.cidu Ui.sn1111Uj'e LL,ar1do .las cE:lL~lt:\S es.tan er. 
feise Lle ct-ei_:_.i 111i,:.!ntu ·;/ proLol.Jl e;!h:?nl.e e:l gluLc::mato o los 

01el:-'.-iUul.ilus qu.2 puE..•cJen -r.:i~-m .. :.,.rsc;' a pci.r-Lí¡- d8 É:-ste st2 t::~stén 

u.lJ li..:..a1~-t.;a r.·Ot a ::.•.l cr ..::-c1n1i (-?11bJ LE>11J.Lc..1· 

Los 11i· .. ele·:::. ..:.k-:: ¡_i·t=~c.imi~ntu utitenidu~. l:~n 

que e; SJSlü111~ GS;GOGAl fu11c1ür\~ CLlf1 

lnlrii.Celulcuc.:b do::? cilllOllJ.ü ro qut:· pi Li"'OLa 
en el 
l-li'.'1DF'H. 

1H::?Ll1 u Li,;: L.U; L i \'D ya Ljui= 11ü puede 

sugieren 
men'-'r-e:.-:= coi 1L..en Lt-a.c.... iones 
4u2 esi_e l0n p2:·1nane~c~ 

·:.;;er· i"1Sl 1r1i l aUc µut- GDH-

Cuctrtdo se ulil-iz.:;;. ni tral:u c.u111u ·luet1t.e de n1tt-óyb~nu~ ~.a'~ células 
cr-ece1~ 11h::Jc.11 que L.u<i ej t..:lur ur·o de ame<r1io'! s1n einbat ~u daspués de 
Ja~. '?ü hoto·::.~ :a ¡:t.?p;:.:. l.2'::.cr·L,lc:\ 2L a11n:.H1iü el ri1eciio de cultivo 
deUlúu pt-obalJ.1•.-:-111c.1nte:- .:. s_1 i1,ca~ac1iJ.:;d de =S-imil..;.1Ciú1 . ...,, tr·a-..rés 
de GDfl-N1::~DFH y H11.:•11teniendu '"'"'i.~i nl'·/E!lt:s ü.J~c.u~\i...h:is 1...i2 ~sCG- .:__on que 
no dis111.i11U:,.'L.n l..:..\ ct 1.::..t.-.vidati dei si~l:c:111a l-=jS/GllU1Yí <Fiy 13J). 

El ...:..i E:C i n11 t111 l:u 
rli i" r ("=-ª~':u ( ¡-:: I G 
e-fe..:.. tu negati ·..rtJ 

dl:! la ce~,:::\ (Jdhf:.1 ¿..n giután:ic.u com•J 
15<~-. y i5b) ';.e esl11nu~a. y 2.de111.:.s se 

ue l i'. p;-udL1CLi ún t.ild p1Z11i e i J .1. no .. 

~ut::n-Ce de 
;--ev i er--te E.11 

E·:::;l:.us tL:isultado-:.~ l-2"<111Lii.?n su·~l1~!t-e1. q1_,2 e~ ~c.iUo 9iut:.án1íco está 
invuluct'Ci.CiCJ l~t: ia. si..1;lesi5 d2l <'-~rd.ii..J~G,_i(.L.J aunque eJ t etraso 
obset·vaJ1J e11 12 a¡J2t lci0n ~el .1nt1t110ticu esta relacia;1¿~0 con el 

El t\t..l.dü gi.utáuu_L~l1 dJ=·má:,, d.-i:ect¿t ld ,.121•..JCiUad de crt:.·cimiE!lito de 
la 1¿dlf{;L lu ·4ue ilO•-_; 1ni.Jica que e·..:::;La c1::?pa esl2 a·fecLoda en l~s 

vla=:. UE:' furm<!\i...:iú1. ,Jel a111i.noác.1du aur1::¡\.,i::' 1;c_. t::?s aL;;-~ótrofa dl~ éste 
ya 4LH? µueJc t:.• ec...ct e1i. 111.:::c.I~ o 1ri.i. ri.~n.o ...... <.l iy1.1al que ot:t as 111ul.::.~ntes 

t~OH-· t28 ·y 29) .. i..:.u·;;c, siste111a GS;"GCll-1:?".T ~L•í1cic111a má;-; e·fici(=:'ntemenle 
,-qu2.-~1• l.:: .:.t=po ~,1 l_vesl.:re cot r·espl.)nGie1•l~· .. 

E;f t--2sl.::-~s i.:..:.1..:;11dtciu1H:.·s 110 h~·-Y t=-·:~ci eción de iu1;e;; .;:,mon1u al mediD Ll1::! 
cul li vu .. 

Est1~s r~sulta~os sugier·e11 qu~ para ql.le en l~s cepas estudiadas 
~;~is.i..¿;_\ ui-1.ci t:::SllmL~lación de ¡3 Sinlesi.:; d<.? per1icil1na Se t-equtet·e 
llO ~:,1)} . .::i.111;.~11le lct ¡:n·esencia dc::o una concc:nto·ación alta d~ ár:.i.d1J 
glulá11ucu sino L3m1Jié1·1 de c1er·tos 1'1.lvel2s l:!'n"i1i1áLicos de ~a 

C?l\Zi111a GDH-l·Ji'.\l)F'H (Fi..gur·as 14 y l5) ~ 

S11i em~.iar-yo~ i· . .ambi.ér! ex:;.sle la p;:..;s~bilidad de que est,1. en..::ima 
tenga un pa¡:,el inui~-t:·ctr.; c:,fectanL.!o i..a concentración de amonio 
pa1- a pur mi ti r- c~uc s2 11 eve a cabo o no el e-f ec :.:.a negativo por 
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tamlJ·~_é-n t.~;:;:;!:iH1u.la e-t crec.:'..miE:>nl·r_, d1? la L8pa gdl:A1, 
t-?li eslas C:OridiciOí;eS c\O hay proúUCC_iór; de penicilina 
U11 (1e1:ho .i.n1 ciresa..1i.l2 '--'=' q;.\¿ .:11 u 1 ~:i \-¡ :~.:-1.r- glutam-'..n::.i 

--c:cw10 
ú1edi o 

U1..-' 1,i Lr ,)1::3cnei. 1 ,,. ..,;Gi;(LJ P'.1..:r·eta 1u1-1es d..fl;c1n10 ~'ll 

E,.i~ter, evicit:/11c1c.•,·==:. µ~~r-e ta d2i..,1tciiJ.=.t.:.i~1. Ce 
.gluL¿,,;11ir.21 e: sist~:.<111..0:;:=. ci::·l11li:11· es (::-_:.\··, 1 :3.i J un.a 

',-J 1-ania.U.=. cie .la 12 9luta1t~i_r;a er; un µr ,Jceso de 
t1·,a1>Si1111lf1dLÍ.{1¡ pt-otiu~~ G;_-f1.?r ent.es 

-·a. ,tt··,:1,vt!s ,.JE.· Jo E·11z..i 111a lJ~ ul.)1111 n . .:., t• 
ü.-ce.Lugl1_,Lar a1~;.é\LG :.0:.2 l·idr L1l;::.:1 µar 
asi. a;uu111 w y 1.i.--,_c~tc1glulc.\(·e:i.lw .. 
de1Hwsl:- .::. .... du L!.Ue e-.;.-,t:.2 vi'' o¡ ... t>r·a 2:-. 

re·:-.;po11·:::i,:;.'\lJlL?- ._!e 1::-. c.01l.··.'e1·-.:...;íó:·1 d:.: ~1ut.:.m1r:d •.:\ nict·Gg2nu .:J.-.;s1nino:'" 
.::u11u;;} o y '-':squel i..::tos Llí::'. c.-11·Lor•U~ 

Eslty.:;. clULo.-cs en1...:onlt-ar 1.JI< que la. qlul¿min,;, =>e .jeiJt a.da: por 
v.;a. y quco> ?1 2111011i..J 2-s rE~nsl ~o.i lado ¡:-io:- L __ ; G:JH-·l··~(1DFH ¡:..ot- lo 
una muLa.1--,te- ~Lk! cor·;;.·zca de €;..'Sta .:0tctí 11id..:uJ 2~~cr eta~·ía a111c.Jnio 
med;._o J\:_. L.:ullivu c.uaridu SE· util i2a 9lulam.iLa c:umo Tuente 
1 d 'lt·-óyeno, 

Sj E'';;l G 

µ1 ·.: ..... U:...t:::L ~-\ 

:0;.u.....:.eU i er a en P .. 
r•r1Libit:t.icu en 

~~C~§99ªn~m~ ia ~azón d2 qLle no 
2slas <~0¡1diciu112s aun c;__ia11do 

es l.: a 
qut1 
al 
de 

se 
el 

las 
cwnce1;trdL.1-ones i.1-!lrac2lt.d;::;u~t2f.: d1? c.tí110;!tU que: -- 1 se1,· t.a.n e..ltas ne.. 
pe~ mi t~n e- l ;~ u:-1....: l. onam1 er. t- o de~ ~. i ::- tc•m.::< 13:::1/GQG;·:¡ T y .:?je;' z ¿..1-; e 1 
e.fectu r1egr.:<..t1vc.) sol.ir·& l'"·t ~1ntest'~ del ,~1d..:..ib1."Jticü:, 

lZi pC:~!a L.10 ác.idG '=:lut~.m.:.co f=t1..;..-:t-a 1uuy b,::.;jc._ .. 

Ai cul l:~'"'ª~ l D. ce¡.1a gCh('1\ en ,;;,nor·.io~ itlc1Llo glutámico y 
'::}lut.3rni1,..;-i. 'y c:~-.:-sput?s obser ·1,:;:.r· e~ erecto de lC.1-5tcis mi·~o>mos compLtestos 
e¡·, e~ 1uE:'dlü de forJ11a.c..i..'.,;--; ti:-:: ¡:11.::oriti.:,·i11nct -:Fig 1-/~ 18 -¡ 19) 
t:•ncuntr·a1nw~ C(Lle ·::;oi a;11C1itc.- LU.dndo G~ t1c1 dü glui:.:'.'11il.Ct.J ·:·~a usa como 
-fUt;}rttL~ di? ni tr·61;Jl.?HfJ:oi Si..:.' pt-DdUC..t:' el a.nl!.bi 6t1...::CJ~ 

Con r- esp8'L lo a 1 as ac li vi d¿;dL!'S en:.:: 1 m¿,t ~ i...:.a.·;, i..:p.i.e in ter vienen en 1 a 
asinnl.aLiún 1J1:..• dH1on:o 1.:::.'nt::ont:--ilinü~ (j·.~e: (F'ig '20) 

GS -s,, •nduce u<.;.1-,dci 2: ác1do glulám_"Lco es i,, 
ni tr ogcrn.J .. 

Li) GOSt1T s1.1-i1 e un E"f.ec:to ne,di-1.tivc. l?l'i esta::; condiciones al 
.igual qut~ la GOl-1-MC<DF'H. 

t:..} En ld . ._:e~·.a i;dh;:'.\l~ cuar.do ·::.e ul·i1iza. c:o1no ·fuente de 
nitrógc.<r10 a.1.~.:w.i o, GOGi::1 pt-·eser.ta al l:f)S niveles de actividad y 
GS la:obi~'?n au1ne1·1tet .. 

Dg los (latc>s cJbte11idos pai-a 1~ cepa gdhA1, pc1demos 
~\LffH-tue as ¡-¡,-:-.c.?s.::::-..Y; o qu1...:c. e;.{ i sto un.:;. po~a de ácido 
al ta curlCPn l.:r ac . .i t'.1r; pi'.-·.r- a 1 ¿~ sí ntes.i s de peni e: i.1 i na, 
eye~1to ~'.tqlcu pQ.t .:.~ Qjc-.•t·c2r-- ~l efectD es:.timu12ttot io. 
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_rsn TESIS 
SALIR UE- LA 

Nü rrnr 
SEL!tilfGl 

~¿.,p-.~:._-i:.._ i 1:;-adf2·_: d·:: µ¡ · ü(!: <_ 1..: 3 ,~-r", -~ .. .:.-~ p-JZ _:-, de <;:,e ido y l ut. á..nti có 
al La en c.or1c;ic ;or,es : ...... U!--· p2i"iT;i..tt-:?n u:1 LrGlc.i1111~··1tc, r·ápido 

1:io -t-..;. pt-·uiJucc'i i~n ú~? pe.;j ci l inc-. ; 1:-.;·, ~ 

~¡u.e 

·caraci.:.Gt·i..::.ei--· &1 Lon.por taif,iento 1...!.-:0 .Le.- L~c-;.:a. :;¡dh;.1 fr Gnté a 
1ji.-fE!t-ent2:..; f1•.erit.es tie ni. t.r ói;;e.-10~ s<:~ c;b~::;e1- ,1 ó .:.:lue ¿.,1 cul t1var esta 
cepa 81""< ptu~l1•a "! ¿,l~r"Ji;·¡a, p1- .... ::G1.~c1a p2nicilin¿;_ ,~ niv·~l.::·::; de 

·;a.pTc~~i1n~.dam1::ntt::< ur. 70 ¡:del y¿;or d~ la cepa r..1 RRL--1'751_~ a:..;.nque la 
pt-uduLcit,,¡ se iri'icic-.. bo.;:.. la.s óO t-i>Jr..::.s. (5.. ~;ánche,;·.!l c.Jmun1caciún 
per·s.:.ortal;. 

En aH.bos c.B.SDS la slrd:t<sís de p2r;i-.::.1l::.n¿¡_ pcw 
esldr fa~ot-~c¡~a ~eL1do a que el catabolisíl\O de µrolir1a ge11era 
r.iCiÜL• ylu-támiCC1, y ,,;:tlan·;._na inle1-.1it.?ne t:?f1 r-QaCC::lUrt>2S de 
tt·ant:..arnii,¿)Li ón 
gJuLámico. 

.:;.c._1 do 

En 1a r·.LYLll"cJ: :::1 se 1 G>SLilllC? la. r-t:·lac.i.ú11 que pi?.re;..:_e e~~:lstir G:-ntr-e 
la·;.; e1·1~io;1.::-t·::·, ir¡-.,1 ull;ct·aLlas e1-1 1..::.-; c-;,simi l.;:,,ci61' d.:· 1-tit1· G1;1t:.:·no <GD!~!' GS 
/-·GOGtiT) ~ lu::; .-lí11it1üácitlos (t.Jluta11ána, ~e ido ~;;¡.tLltt°q1nc..o!' alc.u11na. y 
r)rcdin~) y 1.os Jnter·111ediar1os de ;a, ;;i_r.t.:..:~.::;;.:s. d·:~ pen]c lii·,a ú:(,·-c~a·­

cís y u-aa--L:is-·vdl). 
1_c.. rea.1:Li 611 r:¿;tctJ i.c:,;u.Ja ;)\JI lci. e;1::ima GDH->JAD:-=·H ~L~L--;' se encu.2ntt-a 
d'tsmi.r·L\::.Jr..:'. ¿_,, ~._1 .....:c.:tJ¿-, r;:_l!1:-.¡ ;::·.r-u\,;th.:t~\ :.:1ue la •.oncenl~-:u:..i ón de ácic.10 
1'.:JluL..:l;r•ic.o d1,_.:;111tl•Lt':/a. y '-.fUE:· El alJn".::.t"'?l:i.~1it::•r1tu Je éste- al,:_~ .. ~~lula 
tr'.:!r·.ga qu12 ll·2·.-r..;·_,,o ,:~ CcilC.1 .::..umC!ntai.do la·:::. .::..ctivid.~de:::.. enLi1n,:f\tica:; 
del '-::-i~ ... t2:na G:=)/l=lfH.:ii"iT .. ¡:•¿u a. qLie t=st . .-:::· :;i:.::-te1i1G-i s1-::a. ef1c.i21·1te y GS 
funt: . .i..üne::, .a c.{iu1.'°' Ll.C.?be cor¡l,;1· •::on un r·,.i .... el pa1 ic, me1·,os basa.l 
de dtc~dci glL~Lr_~ .. ;t...:...o lo qur:i µLu::Jt..~ cun~.t..·s·1J11- te- i.:t.:pa gdhA1 ya que no 
2s dLL'>~ólrufc, µ.;ira esLe 2,,¡1jnuácidü .. 
Po¡· olr·d pa.t·t12 .;:..m111L.1á1:idos comt:i c.1l2n1na y prol lni~ que +ot-man 
a t_;-~.:..·.ré'.:: ij(~ su catabol ÍSílh.3 ác1du 9lL1l¿\in1cL, pt.<.J\/1_::11.:an q1_le let 
mut.:-:11Le sinl.etlc;~ t?l .-:t.nlilJ.i6t.LLL; .::,1.:.n r:uc::""nliu f:?'.::.lo i¡u ;.r_: cL:::b-3. a\ 
hecho de yut_-:- .:-1 1nj i_:.r our i:J·~,;11 SJliO c1-2ce ní(?Jur·· E:.•n su pr 2_;2r:c1.:; y~ que 
al ul1lt~:.:ar· y1ul:.::Hl11n,_:.. cumu -~u~nte i..:h-.: niu-ó.;JE:,'lU~ el 1:.:r·t:.::1,nientD es 
igual si1i que ~e· u:_•s0t"'·,e 1.::. . ..J.pat· .c_;_..'.:iri del ;.;11c:.it.Ji¿1·.1c...:1. 
L..::. L:.·::Lr 2c i .'.1ll de 1 u:n;;:,.:::; ·3.1nu11 to 2,.i •í11:.:tii. '-! e;.~ •..:til t; vo t?íl el c:C\=-o de 
9lul:a1111..i:...;.~ 1;\i·:=- l\H,J.:.L...J. q<.;c! c.l c.;u1;1enta.; la c..eir;i:_e¡·,tr-ai_:.ión 
\tit-t',3.L....::lltli-!t dE· ~:,ti.J'~ pe.; t:i 1...Z.i.t.,:<..boli~:;.1110 d•2 ylut¿;¡¡,::_;¡¿~ :S[;- Si•JUI~ 

_wLs;.:~-;= -·,,-:.G::Pdc f.?-J ei (i'L. lG nel:-1 .,_~ L;. "' . ..! .,_¡.,e:.; : .. i c,--..c t.":."_-'-1 0 i ,;,n ~--.:-obr 2 .. c-

s~ 11 L.:::::..l..:. w::_: pc-n-.:. 1-:-:t1;1.;;.._ 

r:.·1 e{~.:.·Ltt.1 l11dL'1. te<r del .t.1Lt.d1._, 1;;¡·:.L:-_,._\1qicc., o\::;~c.:1 './i:tdw er¡ uz1 Lr·a.:Jajo 
._.:¡,nl;:,;oi· fo1 {'-)J 1· t.-'l.JÍ' ¡_·; .... !uL.idu ;_:.r, •:::."71.:r?. h·-¿,b ... ;jo- bajo LOndicio1:es de 
fe; H1E.·1~t..--.,;1.1._i . .'.n!' f:.:.¡~CJ)!é--> l.3. i111por tdncid J1:::: •.:~.;te cornpuestu en la 
~i11C.::-s;:..:i Ue petl.JLi: ina y poJemo-:..:. conclu1~- 4ue c.u2d~tui~~r- evenlo 
yu:."? af .... ~e ll~ i a pr·t.•senci a in trai...:el ul ¿,r de estE' di:u. l 1<.JáLi jo pueC•.? 
a-fec:La1·· l.:-1 ·::·:..{¡·1Les.is e.le la penicil1r1a. 
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