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TRODUCCTIGN . T T o

La’ ‘relacidn  entre mefabolismo nitrogenado y la biosintesis  de
meiabolitos secundar ios - que contienen dentra de su  estructura
alovmos  de b Ggeno e ha estudiedo en Jiferenles especies
mrurobianas. Los compuestos derivadus del meltabolisma nitrogenado
que " parecen estar involucrades en este fendseno son glutamina 'y
auidu  glutdmico por ser lous gque derivan directamente del proceso
de asimilacidn de amonio.

Cuando se indciaron los estudiuvs sobre regulacidn nitrogenada  en
la sintesis de penicilina se observd gue 1as pozas de glutamato y
glulaming eran las was xltas al final de la fase logaritmica de
crecimiento, elapa e la cual comenzaba la sintesis de penicilina
(15) .

Maless et al (17) estudiaron el efecto de glutamina a mayores

soncenti aciones (2-10 mM) y observaran un efecto estimulatorioc a
bajas concenbtiaciones, sin embargo & 10 @it obltuvieron un  efecto
negativo sobre la sintesis del antibiotico.

Lara et al (1) estudiaron el efecto de dacido glutamico .y

observaron gue existia una fuerte estimulacién sabre la sintesis 77

de penntcilina wtilizando glutamato 1€ et como fuente de
nil Lr gueno.

TAdemas al uliiizar asdlogos no wmetabulizables de adcido glutdmico
observaral @l wmismo efecto estimulatorio. )
A oarivel! enzimatico midieron la acktividad de la primera enzima de
la vias bDiogsintélica de penicilina y observaran que el adcido

glulbamice ejercia un incremento de 5

S veces Il actividad de 1la
enzima con respeclto al control! utilizando 10 aM de cloruro de
SCHL .

E-fLe efeclko inductor por un amincdcido gue no interviene en la
reaccidon  inicial directamente {(x—antnoadipato y cisteina) puede
expplicar se por la similitud de esla enszins con la primera  enzima
de la bLiusinlesis de glutatidén gque wutiliza como suslratos
glutamats y cisteina.

Debido a  gue esltos estludios se reallzaron v W omedio. deds
for maci on de antiuvloirco, decigimos reproducisr ios en el medio de
Fer menbacidn  adicionando &cido gluldmics 10w a tas 26 horas de
vullivo goue 2s cuando se jascia la ntesis de antibidtico.

Fl efeclu ivduchor de dcido glutdmico se observd también en estas
condiciones  de fementacldén apoyando asi la imporltancia de este

compuesto 2 la sintecsis de penicilina.

) widieron la poza de é4cido glutdmico en 3

Jacklitzch el al ¢
- enun y enconbtrarors que en kodas eliés

cepas  de




- la pbza de glutémaﬁo y gue  este’ fendémenao erA“'més
nurciado en las cepas altamente productoras. L

gue-la.enzima gliuvtamato deshidrogenasa dependiente de NADFH
CBOH-RSDFRD poupa  ana  posicidan estratégica en el metabolisho
nitrogenado por su capacidad de catalizar la reaccian de sintesis
de glulamwalo, el objelivo de este trabajo tue deblerminar si la

actividad de esta enzima ersd la responzable del 1ncremento de i1a
poza  intracelula de gittbamato y gue este incremento  +fuera la
sefal biloguimica para el inlciu de la sintesis del antibidtico.

a cabo este trabajo se ubtilied fa cepa original de
HREL-1931 y una cepa cblenida en este

mismo estudio cuya sctividad de GDH-WADFH es diferente a la de la
L cepa original ;o a la que denosinaremos gdbhial .

En dJdiferenles condiciones de crecimiento para  ambas cepas,
ectudl awus  1os nivelesz de actividad de la enaima  GDH-MADFH,
sinlesis de pentcilinag, orecimienlo y obros faclores como poza
intracelul ar de 4dcido glutdmico y awonia residual en el medio de
cultive. En menor grado también se estudiaron las actividades de
las enzimas glutamivio sinletasa (38) y glutamato sintasa (GOGAT)
invoivcradas Lawbiidn en el fandmeno de asimilacidn de amoniio.

Lus resultados obitenidous fueron los siguientes s

a) la cepa gdhAl sélo prodguce antibiglico cuando el medio  die
cultivo es suplementado con dcido glutdmico. Ni en presencia de
amolinio o glubtamina produce penicilina. gy s

b) la actividad de GDH-HADFH en 1a cepa gdhAl es diferente a la .
de la cepa silveslbre alcancando la mitad de los valores de
actividad de ésta en sus mds allos niveles.

o) ja  cepa gdhdl es sncapa: de asimilac el idn amonio . como 1o
hace la cepa silvesire. : i

o) et la cepa silvestre se observa un efecto negativo.. .sobre::la::..
sintesis de pericilina, cuandu se adiciona al medio. de.’ cultivo
acido glutamico inicialmente; asimismo, la actividad deé GDH-NADPH :
disminuye en estas condiciones. ; U : : E.

e) . con respectos  a las actividades enzimdticas de! GBS

enconlranas lo siguiente: :
“el.  en anbas cepas B5 se induce cuando: Bl acido

sglutamico es la fuente de nitrogeno. v

S e, en awmbas cepas BUGAT es afectada negativamente en

Las:mismas condiciones gue en el inciso: anterior. Lo -mismo sucede

onla GDH-NADPH. : =

“e3l B3ren su actividad de traﬁsfefasalynGDBAT alcanzan’




cuando

orT loe resul tados

eli acido. ~glutémico  Jjueda un papel esencial en la

citirna ™y gue
@n . aenor . a

CvecEs

Ghe de nikrageno.

“wasTaltos v TaCeps uhA T gueE
ce ubiliza amonio en el “medio de cul-tivo:

sbtenidos en este Lrabajo podemos’ concluir que o

sintesis ' de
los evenlos que afectan su presencia “puedens
mayor grado la sintesis del antiuidticu.. B




Bicilina ‘@S un antibidtico muy utilizado en la practica

nmica‘gue . pertensece al grupo de 1os compuestos G-lactdmicos. Es
intetizado por diversas especies dge fAsperaillius y FPenicillium
ndustitaimente el hoango Feoicillium

croor ganismu utillrzadoe e la produccidn de este antibidtico.

Bl Ceslruclw e guimlca ceossta de un awilo de  cuatro  membros
1lamado G- lactdinico, s hieler ocicio oo wn dboumo de azutre
wia cadena  later al. Esta altima e de naturaleza guimica
variable. dependiendo del precuwrsar gue esté presente e el mediao
de . cullivo v gque se intercambia por el dcirdo x-—aminoadipico en la
Gltima reaccidn de la via bilosintética (FIG L.

£l Brimey paso de la biosintesiz de penicilinag consiste en la
Ccandansaci on del! adcido s—aminoadipico con la cisteina, dando como
resul tado el dipeépticdo d-a-aminoadipil-cisteina (1,2 (FIG ).

Haeta hace wnos ajus no habis szido posible demastrar la presencia
Je este dipéptido en el micelio de 10s microbganismos productores
de peanicilina (30 s11 embargs  Lara, et al (4} han medido la
actividad de la d- (U —u-aminoadipil)~-L-cisteina sintetasa. primera
entima en la via de sintesis de peracilina v recientemente Banko,
et al, (259 deltectaron Lz actividad en aentractos de
Ceplial uspar i wun G v establecieron gue esta reaccion  de—
pende del tiempu vy de las concentraciones de lL-x—aminoadapato, L-
‘eislelna, AP ¥y MR2+ 6 Mg2+r.  Asi mismo,. identificaron por medio
cde cromatogr afia de liguidos (HFLC) la presencia del dipéptido 8-
(L~s—aminuadipiil—-L-cisteina.

D

agremat

~E1 Lripéptido $~d~x-aminoadipil-l.~cisteinil-D-valina {AlV) se

forma por la condensacian del dipéptido y el aminogacido wvalina
por la accidn de ia enzima bripéptido sintetasa. Lopez-Nieto, et
al {9 han estudiada la formacion del trapéptido ACY siyuiendo la
incorporacion de (14 L) vaiina y ac. a=- (L4 aminoadipico en el
ACY . ta rcelente tnoor poracion de L-walina apoya la sugerencia
de fAdriens, et al (&) de que ezte amincacido se incorpora al
tripépiidoa en su Fforma 1somérica L oy se isomeriza a -valina
durante la brosinles:s.

port W

o

El siguiente pazo de la via bicsintética de penicilina se lleva a
cabo por 1a presencila de 1a enzima 1sopenicilina M sintetasa que
cconvierte el tripéptido ALY en isopentcilina M. Rawmos, ek al (7)
har aistado v varacterizado esta entima en FP. chrvsoosenum AS—
F-78.

En el altimo paso de la formacidn de penicilina, donde la cadena
lateral de 4acido «-—aminoadipico es nitercambiada por el aAcido
fensilacético para ta sintesis de penicilina 6 o bencilpenicilina,










iterviene  wia aciliransterasa gue se-ha encantrado en

wtraclos
uthoss  de yeogeaun (8). S

e puede observar en’ la figura 2 gue ljous eventos finalesi en lac
LGiogintesis ‘del antibiodtico implican fa formacion de los anilios
B-olactamico y tiazolidinico de ita inolécula.

Como  sucede con otros metabolitos secundarios, - este antibibtico
se einletiza e ia fase tardia ¢gel crecimiento microbiano . o
idiotase ¥ [STl] La vanén 2 este grupo de conpuestus se  les.
curtoce Con 2] nowmbre de idiolitos (FIG 3.

Eixisten muchos factores gue deteraansn la cantidad del producto
que va a s sinlelizado en cualquier proveso nicrobiocldgico.
Fara deter minar cualies =an laos componentes del medlia de
Cfermentacion gue pueden lia tar potencralmente la sintesis de un
metabolito es jmpur Lanle conocer los precursares a par tiv de los
cuales se forma fa woléculs as: como ia forma en gue éstos @ se
enzamblan an la estrucluw a {final.

La  biosintesss de los wantibidticus S$-lactsmicos s mas ackiva a
bajas velocidades de crecimienta (9 y Z28). La disminucién de la
velocidad especifica de cecimienlo en ua  fermentacidn  puede
‘obtenerse pa limitacidn de la fuente de carbonoc, nitrdaena y en
alyunos casus de fd:zfor .

La impor tancia del melabol:iz=mo de carbono sobre la biocsintesis de
peniciiina  se v econoul b aan antes de gue fusra viable ues proceso
de termeiibacs 61 sumer gida para ta produccidn de este ambibidbico.
floyer , el «f (il en 10) delerminaron en un cullivo de superficie
e F. pgobatu gue & gluctosa y la sacargsa no favorecian al tos
rendimientos  de perciling, cono aguellds carbohidratos gque se
Smetabolizaban mas despacio, como lacltosa vy almidon. Mas Lar de ,
ety una fermentacldn sunergirda a nivel de laboratorio se confirmd
que la lactosa favirecia altos rendimientos del antibirotico &l
ceompararla con glucosa como fusnte de carbono.

Foster tormante se  obser vd que la glucosa podia favorecer altos
Litulos de pencclline pero solasente cuando se agregeaban en bajas
concentr aciones al 1nicio o e adiclunes consecutlvas duwr ante el
curso  de  la fermentacién (10) . Estous resallados, iniciales .y
empit 1COs, sSugerian ot gran fuerza la emistencia de un fenémeno
regulador por fuente de car booo.

Los  cowmpuestos  nitiogenados ftambién Juegan un papel  importante
selve &l wrecimiento de los microorganismos y la produccidn de
cantibidlicos.

Loz estuerzes para desarvollar uns procese  de Termentaci
sumer gida  para ta produccron de pentcillinas se  cented  en la
blasqgueda de las fuenles nibtrogenadas apropladas. Se  evaluaron un
g atr et 0 de wmalet 1as primas y se concluyd gque el licor de maiz
{subproducty de la wmolienda del maiz) y la barina de sova
favorecian 1os mas altos tituwlos de penicilina. El licor de wmaiz




FIGUF!A 8 Clnétlca de creclmlenlo y producclén de panlclllnaan
cloruro de amonlo 10° MM como iuenle de nitrégeno




onitilene L gransvariedad de peéplidus solubles, sales minerales,
CACTUGTT TECLTeL Ty olroe pr cdutbed de bajo opesu o mtlecular,  estos
sLCOmporientes  proapor ciusan el nitrogena orgadnicoe mas - faciimente
asimiiable para ser ulijiilzado duwanite el crecimiento de la cepa
sde Peniciilraa.  La harinag de suya w= una materia prama protdica
Cque es  welabolscada  lenlamenle  dw ante la  fermentacidn vy
Teantivibaye  asi wal abasteciamiento fento de nilr dgeno organico
U anile la siolesis el anbibiotico.

Debiido a  problemas oper acionales con estas naterias primas  se
tnkentd reemplacarlas por mater taies was Lar alos ¥y de composicidon
conslanle yue simulat a6l efeclu de ambos pruduclus.

Se  estudiaron sales  1horgdiltas de amutiao que se mebabolizan
rapidamenie  duranie la fase de crecimiento vy  se  observd gue
poadian vlilizarze para oblener allos rendimientos de células pero
gue no  favor eciqdn niveles aceplables de antibidtico cuando se
ubilizabea: coms dnica fuenie de by dgenso.

La vegulacidn  por amonio de la sintesis de antibioticos se ha
Obswrvadd no s6lo en la produccidn de penicitina sino también  en
alr s microorgan: smus produclores de metabolitos secundarios (9 y
).

= Considerando la estructura quimica de la penicilina y que. su
produccién se ve 1nfluenciada por las condicirones nutricionales
es - predecible gque el control de su formacidén puede llevarse . a
cabo por la regulacidn blogquimica gue afecta la biosintesis de
SRS Al HUAC L ULS Precul sores.

For oclra par be, Martin, el al () han propuesto dos modelos para
uplicar - el retraso en el 1micio de la sintesis de antibiélicos
hasta gque ta fuente de carbouno, nikrdégence o  fasforo alcanza
niveles gue no ateclen esta sintesis:

1) U efectur de bajo peso molecular acltda como un
i carr epgresor o anhitbador reprimiendo la formacion o inhibiendo
S la actividad de las sintetasas det antibiéltico. El correpr esor o
: inhibidor debe deygr adarse anltes gue la sintesis comience.

“2) wis inductor o acltivador debe ser sintelizrado por el
~organismo o adicionado al wedio de cultivo para gque la sintesis
puada 1niciar se.

o El - estudio de estos mecanismos  de conbtrol o melabdlico SO

interesantes y aliles ya gue al adguirir un mayvor conocimento

del wmelaboliswe de los microorganismos productores de estos
compuestaus  podemos obtener mejores rendimientos ern la produccién
de lus i smos.,

En ta sitthesis dee la& peniciiina intervienen moléculas
uittogenadas  como  son los  aminoacidos Acido ax-aminoadipico,
cisteina -y valinaj por  esta razion es predecible que su
biosintesis eslké sujeta a mecanismos de regulaci dn gue

influencien su formacidn vy la de los aminndcidos precursores.




Cpapel smportante en su biosintesis.

Comw T e ulioe ametabulil tos secundarios,fy “Enf:espec1al
anlividlicos, la regulacidn por la fuente de nxtrégena

Fensmeno se bha esltudiado en diferentes sistemas wicrobianos

Smicroorganisinus productores de antibidbticos como cefalosporina
crefamicina | cuyas estruclur as quimicas SOn muy Simiiares & la
panicilins (FIG 4.

Jos trabajos cobre gste tema hean sido realizados por tueener,
aly en Cephialospor ium acremonium (12
a@ptomy
Pomoro,
cefamicing ut11x~anuu s. ¢l
14) .

et «l. han estudiado este {fendmenc
lactamdurans (13

La regulacson nitrogenada de la sinlesis de peniciiina
E chir ysogenwn tambiren ha sido estudiada baju difer entes con-—

que’  cuando @l micr 0or ganismo Crecia en altas concenl: aciones

al- finai de ia trofotase. Sin embargo cuando i medio de culti

(185, Estos renomenos suger i al una posidle 1ntarrelacion antre
presenc:a de esztus amincacidos vy la formacidn de pentcilina.

wlos efectos fis

de penicilina en un wmedio de ceélulaz en reposo con  adicién
ciclohexiwida
. estudl ar
amingadipill-l-cisteina sintetasa, que cataliza al primer paso

st actividsd (192,

For: otro lado, lLara, et al, publicaron gque &l glutawato estiinul
la sintes:c el antibidlico en wmicelio de F, chrysogenum que

. 13, Ly 154, 16, 17 vy 18): entre atraos, ios

Y
de

et

v Abhargnowitzs, et al., en
para cefalosporina (ils. Recientemente

en
b4

en

diciones experrmentales 4, 15, 18 v 1%). Sanchecs. et al observaron

de

Tamonric (85 wll) la forwmacs dn de antibidbtico disminuia a la  mitad,
a  diterencia de cuando crecia en bailas concentraciones de amanio
(8.5 wmh) . En esta mizima consicion la concentiracisn intraceiular
“de’ las aminodcidos glutdmica (alu) v glutamina (gin) aumentaban

Vo

contenia 89 all de amunio, se initibia la sintes:is de glutamina
sintebasa (G5) dieminuyendo la poza de gin y caunentando la de glu

la

ulogicous de altas concentraciones de glutamina
Bary sido explorados por Maleos, et ai, quirenes encontraron gue
una concentiracion de 10 mM de este amnodvido inhibe la formacisn

de

prevenir la sintesis de proteinas. Estos
también el efecto de glutamina sobre 1a §-(L-—

de

lta. biwvsintes:s de pemicilina v no observaron ningan efecto sobre

2

hha sido coswchado durante la idiofase v resuspendido en un medio

cieslteina sintelasa.

de formaci & de antibistico (4. Estos antores bhan demcstrado
tambiié&n  qgue el glulanialo snduce la ensima §— L aminuvadipii-L-

Debidc o gue ediste wna gran semejanza estre la esbtructura

gquimica ded dipéplido o~{L-aminoadipill)-lL-cisleina W
dipéplido icgintamil-cisledna, gque  es el inbterwediario en

al
ia

sintesis de! glutatién (FIG $5), se ha considerado la posibilidad

de que ambous dipéplidos sean sintelizados por una wisma enzima.
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el calosencontraronsgque la enzima r-glutamii-~ciste
.entraida de ‘te=jidu boving dsaba ‘como susbrato
m;hoadipatb, aunqgue fa-actividad &ra muy baja (atirededor del
203 : d

Laszad el al pensaron gue en B ool t la especificidad
cesle susbtratoe pudria ser distinta y ar oy purl fiocaron
cenzima Jde asie organiswmo para estudiar BLS propiedades {
Dasafor tunadaisente estos lnvestigadores vo publicar on formalm
Tos resul tados gue par 2cian apoyat esla SUpPOUS1ICL O

Castro, el @l e sus estudios solowe regulacidn de las enz
involuwcradas en ja birosinlesis de amicina han ooservado gu
‘concentracion snbraceiuwlar  de il disminuye Jdr dsticamenlke
presencila de anoniv al rgual gue s poza de glutatién, gue es
arndlogo del ACY (14). Esto hace suponer gue probalilemente ex
una relacidon entre ambos compuestos.

For obra parte, Ramos, el al han desmozlrado gue en F.
estd presente un fendmeno de inhibicidén competitiva por gluta
bre la enszima isopenictlina N sintetasa, la responsable
Formar el anillo S-lactamico a partiv del tripeépticde (7).

chrysog

Debiidu & gue et Acide glutdmico puede ser el donador de gr
amine para  ila sintesis de los tres aminodcidos  que foraan
mstécuia die penicilina (33) (FIG 6) y  cousiderando gue
amincacido induce Ta formaci dn del o bidlico, w5 prubiabie
cual quier evento que regule la sintesis del &cido gluté
tricida en la formaclon de penicilina.

Foew esta razdn fué interesanbte para noscotros estudiar 1os niv
de  la anzima glubtamalto deshidrogenass dependiente de NADFH (
HADFFD (EC1.4.1.4.) ya cque probablemente el auwwenlo de la poz
dcido gluldmicu ea directamente proporcional a esta  acliv
‘enzimati ca.

La  GDH-NADFH  ooupa una posicidén estratégica en &1 wmekabol
nitrogenada  ya gue calaliza la reaccion de sintesis de gluta
asimilando  &si @l idn amwonio wbkilizado en el medico de cul
cono fuenle de nibeogeno (Fig 7).

En ctros - microw gani snos Rueener . et al y OGrafte, el al

asludiadu wole  Tenomena anterprelando gue la causa de
elevacion en la poza de glutamato en cepas hiperproductoras
debe a Jditerswales niveless de aclividad de la enzima GDH-NADFH
Yy (1&6). [BINY=T) L sugerido Launlz i én que el incremento
aclividad dJde ta @nzima podria evibar el efecto negativo

amonio al eliminarlioc del medio de cuitivo a través de
formacid de acido glutdmico {(12).

Jaklibtsch, el al, lian estudiado esle fendmeno en tres cepas d
chrysoganum con diferenies niveles de produccidén de antibiéti
estan de acuwerdo en gue se necesita una poza elevada de gluka
para  inducir las enzimas involucradas directamente enn caonve
los precuwrsores de amincacidos en penicilina pero bambién ind
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g7 el Almento deesta pora no ee suficiente.para @sta induccidn
errlas btres cepas ulilizadas en su estudio’ (80 e e

L Lows lTos  estudics  vealizados por . Lara et al, se  hicieron
Lt il sz ando cuitivos cousechados durante © la idiofase S
%esgspendidus en un o medio de formacidn de antibidtico conteniendo
Tas Ffuentes de uilrdgeno correspondienies, nosotrus estudiamos: el - =
cefeclto  de glatamesio witlizando caulitivos en medio de produccion a

los  que se djes  afadid & las 6 harazs  ei aminodcida en una
toncentracion  de 10wl con el fin de ocbeervar si el efecto de
induccidn  se llevaba & cabo tambirén en estas condiciones (FIG.

8.

Lus resul tadous oblenidos Ffueron los mismos y  por esta razon
utilizamous ese mediu para estudiar la relacidn entre la actividad
de 1a GDH-MADFH, la presencia de &cido glutdmico en el medio vy la
producci én. de penicilina (FIG 8).




ysogenum NRRL-1951

“peniciiine (ug/mg proteina)
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edicion de acido glutamico -




i Penicillium chrysogenum NRRL-1951. La cepa proadactora  de
penicilina, fué proporcionada por &1 Agricultural Research i
- . Cervice Culture Collection, Northen Regional Research Laboratory,
Peoria, I11. U.5.A.

B. Sarcinsa lutea NRRL-5-1018. La cepa sensible a penicilina
‘utilizada para la medicidn del antibidtico, fué proporcionada por el
Agricultural Research Service Culture Collection, Nothern

Regional Research Laboratory, Peoria, Ill. U.5.A.

C. Penicillium chrysogenum gdh—Al. Cepa obtenida en este trabaio
después de mutagenizar esporas de la cepa de F. chrysoaoenum NRRL—
L1981, (ver obtencién de la cepa mutante de P. chrysoaenum agdh-Aal
en resultados).

"MED1OS DE CONSERVACION DE LAS CEFAS.

S A., Las cepas de E. chtrysogenum utilizadas se conservaron en un
‘medio de cultivo con la siguientz composicidn por 1 litro de.agua:
~destilada: Feptona 10.0 g,dextrosa 20.0 g,extracto de levadura

“1.0'g vy agar 15.0 g.

B. l,a cepa de Sarcina lutea se conservd en un medio con 1a
siguiente composicidén por 1| litro de agua destilada: Peptona 6.0
gs  extracto de levadura 7.0 g, extracto de carne 1.5 g y agar

o 1i5.0 g.

MEDIO FARA EL ENSAYD MICROBIOLOGICO

La composiciéon d2 este medio 25 la misma que se utilizé para 

la
conservacién de S. lutea. SiiEa iy

ﬁEZCLG DE SALES JARVIS Y JOHNSON 10X ( Sales J.Jf'—IOX)i—%4

La. mezcla de sales inorganicas utilizada para los. medios . de

cultivo vy produccién de F. chrysogenum se prepard segun.: los™
estudios de Jarvis y Johnson 22) pero diez @ vaeces mas
concentrada (10X). Su compasicidn es la siguiente: KHZPO4 - 5.0 g,

MgS04 —7H20 0.25 g, FeSO04 —7H20 0.10 g, CuS04 -5H20 0.005 g, _
Zng04 -SHZ0 0.02 g, Na2S04 0.5 g, MnS04 -H20 0.02 g, CaClZ -ZHZ0 |
0.05 g. y agua destilada c.b.p. 1000 ml. ; S




& composicisén del medio parFa productCi
Quiente: - ‘ R

‘Sales J. J. 10% . 100.0

Acido fenil acético ! 0T
Cloruro de amonioX RO ¢ P~ B
~Acetato de sodio L 3w 20

LactosaxX T30 0
Glucosakx 10000

Agua destilada c.b.p. ©1000.0 -'m

El pH del madio se aJusta a..un: valDr de &l B
sodig 10 N. ;

2 % - Representa una concentracién de l0.0:mM:ﬂ e
;. X% Be esterilizan separadas del medio de cultivo.

;i MEDIOQ DE FORMACION DE ANTIBIOTICO (MFA)

#*Este medio se prepara con la mezcla de sales de Jarvis y Johnson,
v suplementada con 83 mM de2 lactosa, 3.6 mM de dcido fenilacético Y
,10 mil de la fuente de nitrdgeno que se desea estudiar (4).

CULTIVD PARA LA FRODUCCION DE FENICILINA

Los cultivos de produccidén se inocularon con una suspension  de
esporas de P. chrysogenum con una densidad éptica de 1.5 a S40
nme. Esta suspensioéon se inoculd al 2% (v/v) a SO ml de medio de
produccidn contenidos en matraces Erlenmeyer de 250 ml. (En
algunas ocasiones la capacidad de los matraces era mayor pera
siempre se mantuvo la misma relacion entre el tamafo del matraz vy
el volumen del medic de cultivo).

Los matraces se incubaron a 29°C con agitacidn rotatoria a 150

rpm.

Se tomaron muestras cada 12 horas durante el procesw fermentativo oo
y se determingd :ra’;mxento a través de la medicidn de proteina,
antitidtico y atr variables segan el objetivo de cada

“experimento.

MEDICION DE CRECIMIENMTO
Fara medir el crecimiento s& procedisé de la siguiente forma:

De cada cultivo se taomd una muestra de 2 ml, se centrifugdé a 7000
rpm  durante 10 minutos. £l sedimento se resuspendid en 1 ml de
acido tricloroacético a1l 5% y se homogeneizé mecdnicamente en un
aparato madeio K4S de tri— R ~ Instruments a  velocidad 2. Se
adicioné 1 ml de &cido tricloroacético al tubo de homogeneizacién




anel:fin deirecuperar la proteina residual: El homogeneizado se’
ntrifugdé . a 7000 rpm durante 10 minutos. y se eliminé el
obrenadante. El sedimento se resuspendié en 1 ml de hidréxido de

odio 0.4 N vy se mididé l& proteina por el método de Lowry [§riu

.utxlx;ando como patrén una solucidén de albdmina sé&rica bovina.

“MEDICION DEL ANTIBIOTICO

: En- el  caldo de cultive de las muastras obtenidas se wnidié. la
':Dncentrarién de penici‘ina por el método de difusién en agar con

iy Se utilizé wuna curva patrdén de bencil-penicilina en un rango:
“analitico de concentracion de 0.1 a 1 pg/ml de concentracién.

MEDICION DE AMONIO RESIDUAL

oconcentracion de amonioc por el método de Weatherburn-: (24).0
uwtilizando cloruro de amonio como patrén. : =

MEDICION DE LA FOZA DE ACIDO GLUTAMICO

.El acido glutamico se extrajo a partir de células cosechadas  .en.:
las diferentes etapas de la fermentacidn, se separd en o un
analizador de aminodcidos {(Aminco, Silver Springs, MD, 20852) vy
se. cuantificé sor radiofluorometria (Aminco) después de una
reaccidon de acoplamiento con sldehido O-ftalico (3&).

MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA GLUTAMATO DESHIDROGENASA
DEFENDIENTE DE NADPH (GDH-WNADFH) (EC i1.24.1.4).

a) Freparacison del extracto snrimitico: El micelio se cosechd por
filtraci i, ze lavd dos veces con agua destilada y se deshidraté
Teon acetona. Lus polvos obrtenidos se congelaron y !'a medicidn de
la actividad se llevd a cabo despuéds de recolectar el micelio
correspondiente a los tiempos plansados an el experimento. En la
Somayoria de los casose s Lomaron muestras cada 12 horas
aproximadamente durante 945 horas. Fara estos cultivos se
utilizaron malraces Fernbach con 500 ml de medio de produccidn.

W R

Fostericormente los polvos se suspendieron 2n un volumen de
solucisn  amortiguadora de Tris-HC1 0.1 N, pH 8.0. Lta relacién
utilizada para las 12 y 24 horas fue de 1.5 g de micelio en 20 ml
de solucidén amortiguadora. Fara las siguientes muestras se
utilizd wna relacidn 1:20. lLas células contenidas en esa
uspension  se desintegraron en un homogeneizador Braun MSK  tipo
8530730, Las estructuras cwelulares se separaron por centrifugacion
a 15,000 rpm durante 10 minutos a 4 "C. El1 sobrenadante se Separé
v 5 midid la actividad enzimdtica inmediatamente.

En Vel sobranadante de las muestras obtenidas se midiéd Laih




los extractos se midié por el método. .de. Lawry

La’ prote:na ‘dei
: (L.)) )

b) Medicidon de la actividad enzimatica: La actividad se determiné
por ~medic  de la oxidacian del fosfato de nicotinamida adenina
“dinucledtido (NADFH) midiendso el cambio en absorbancia a 340 nm
“en un espectofotémetro Beckman. La mezcla de reaccidn contiene:
“cloruro de amonic 28 mM, Acido wa-cetoglutdrico B.7 wmM, NADFH

- 0.28 aM vy extracto enzimdtico correspondiente a 0.5-1.0 mg de
proteina, en un volumen final de 1.0 ml de Tris-HC1 0.1 M pH 8.0.
La actividad especifica se expresd en ymoles/mg de
proteina/minuto. :

MEDICION .. DE LA ACTIVIDAD DE LQ EN7IMA GLUTANIND SINTETASA (EC'
6.3.1.2.). :

'a) La preparacitn del extracto enzimatico'se-.llevé a cabo.de cla
misma manera que para la enzima glutamato deshidrogenasa ‘excepto -
queila solucidn amortiguadora utilizada as de fosfatos 0.1 M, -~ pH
7.6, :
La,  proteina de los extractos se midid por el meétodo  de Lowry -
(23, ' :

b) Fara la medicién de la actividad enzimatica se siguid vél‘-
método de Ferguson y Sims (34).

2 MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA GLUTAMATO SINTASA
Ll.A07010) . T

‘a) LLa preparacidn del extracto en’xmétlco se llevé a. cabn dE‘
misma manera que para la enzima glutamino sintetasa.

La proteina de los extractos se mididé por el método de
(235 .

b)) Fara la medicidn de la actividad enzimadtica “se  siguid
método de Meers, et al (25).

OBTENCIOM DE LA CEPA MUTAMTE DE F. chrysogenum gdh-Al.
T Para obtener una ceps mutante de F. chrysogenum con una actividad .
de GDPH-KRADFH nfula o diferente a la de la cepa original -
T procedid de la siguiente forma: :

“a) Fara llevar a cabo ia mutagénesis se utilizé una suspensioén de
esporas de . chryspgenum con 50 pg/ml de N-metil-N"-nitro-N-

L.nitroso-guanidina (NTE) durante 15 minutes.




.concentraciones de NTG (FIG 9).

El tiempo de conlacto
concentyracién de SO pgs/ml y analizando la auxotrofia y viabilidad
“wrcelular a diferentes tiempos de contacto.

Los resullados para este trabajo se muestran en la Figura 10.

b) El eisiamiento de las coloniaz de interés se realizé en base a
la sensibilidad de las células gdh— a altas concentraciones de
amonio (36).

probabilidad de carecer de la actividad de GDH-NADFH se utiliczé
un método de enriguecimiento basado en el hecho de que 1a
asimilacidén de amonio en cultivos crecidos en 100 mM de este 1ién
se . lleva a cabo preferencialmente por esta enzima ya gque la otra
enzima involucrada, glutamino sintetasa (GS) tiene baja actividad
en esas condiciones (15).

wha . suspensién de esporas mutagenizadas se cultivé en el medio de
praoduccién utilizando una concentracién de amonio de 100 M. El
cultivo se filtrd cada 12 horas a travéds de gasa con el fin de
que las esporas germinadas  quedsaran atrapadas por su
caracteristica miceliar y las gue no habian germinado
probablemante por la carencia de la actividad de GDH-NADFH
continuaran en el medio de cultivo. Este procedimiento se realizdé
3 veces y después el cutivo se filtrd por una membrana Millipore
de 0.45 micras. Las esporas obtenid

suspensison de glicerol al 204 para la p

as se congelaron en una
osterior seleccidn.
Seleccidén de las mutantes: De la suspensidén de esporas se
hicieron diluciones hasta 10 9 y =2 platearon en el medio de
‘conservaci 6n. Las colonias aisladas se transfirieron a - los
siguientes medios solidos para su sesleccidn:

amonio.

2. MF con 100 oM de clorurc de amonio (M1).

S. MF con 100 aM de clorwo de amonio y 100
pa/ml de acido glutamico (M2).

4, Mediao completo (MC), Madio de conservaciodn.

Las’ colonias seleccionadas fueron aquellas qgue crecieron en los
medios MFP y M2 v gue no crecieron en 1 medio M1 debido al alto
““contenido de cloruro de amonio.

El' medio M2 se wtilizé porgue praobablemente las células que
‘rarecen de GDH-NADFH presentan una deficiencia de Acido glutdamico
aunque no sean estrictamente auxdétrofas cuando son cultivadas en

a.concentracién del agente mutagénico Ffue elegida utilizando Ios™

‘resultados  obtenidos para un trabajo anterior (R.C. “ Mateos, "

comunicacién  personal) en el que se realizd una curva de ' .
viabilidad celul ar con respecto al tiempo a diferentes

RTE s=sa eligid wutilizando la.

Con el fin de obtener un mayor numero de células con alta’

1. Medio de produccidn (MF) con 10.0 mM de cloruro . de..




‘altasrconcentraciones de amonio. (100 mM) ya que la actividad ~de
Ta anzima glutamino sintetasa es muy baja en esas condicionas.

‘El medic MC se utilizd para comprobar que en la técnica utilizada
Tas esporas se inocularon en todos los medios y gque la ausencia
. decrecimiento no se debe a un proceEso de inoculacién incompleta.







TIEMPO (MIN)

FIGUR/\ 10 Clnetlca de vuabnl:dad oelular y auxotroiia en
+ suspensiones de células de P ohr ysogenum
expueC‘tao a 50 ug/mi de NTG
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1. DBTENCIDN DE LA CEPA MUTANTE DE

enicillium chrysogenum

gdhAl.
"Después de la selé:ciéﬁ_vaexrlas” Eepés resultantES"de'j;Iaj}
-mutagénesis obtuv1mos dos.-.cepas ique. tuvieron .. el siguiente. ™

comportamienta:

Crecimiento a las 48 horas .

Cepa .. o v MR ML Mz

oML

ez

‘Bilvestre. AT

. sighifica ausencia.de crecimiento
+ ' Psignifica que la cepa crecidé menos que la :epa szlvestre
. .menor velocidad.

#o++ significa gue la cepa crecid igual que la cepa silvestre.

Se abtuvo otro grupo de tres cepas gue aan cuando crecieron en el
medio Mi su crecimiento fue menor al de la cepa silvestre y éste
se estimuld al estar presente en el medio de cultivo el Acido
glutdmico (CHMZ, CiHM4 v CHS).

Aunque estas cepas no debian presentar necesariamente alguna

auxkotrofia se hizo un andlisis y ninguna de ellas reqguiere

aminodcidos ni nucledtidos para su crecimiento.

Es interesante hacer notar gue las cepas CML y CMZ2 gue no

crecieron en onedio sélido con 100 mM de NHA4CL, si 1o hicieron

cuando sz incubaron en este mismo medio en matraces Erlenmeyer
Ccon medio liguido y agitacidén constante. Adn asi no alcanzaron el

crecimi=nts de la Cgpe silvaestre ziando sensr su velocidad de
Torecimlento.
La cepa seleccionads para este estudio fue la CML & la qua

denominaremos gdhAal.

Esta cepa fue proporcionada al Doctor J.R. Kinghorn (Departamento
de Genética, Universidad de Glasgaw, Escocia)l, para su estudio
genético. Estudios preliminares indican gue esta cepa tiene una
~mutacidén  astructural para la enzima  GDH-NADFH. (5. Sanchez, .
comunicacidn personal). s




CINETICA DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION. DE FPENICILINA

las . dos cepas de F chrysogenum utilizadas en este estudio se
cultivaron en el medic de produccién de penicilina gqus contiene
comol fuente de nitrdégeno clorurs de amonio en una concantracidn
de: 10,0 oM con el fin de comparar los niveles de produccién  del
“antibidético.

La cepa silvestre utilizé el amonio entre las ¢ y 25 horas de la
shofermentacién, 1o gue coincidid con el inicio de la sintesis de la
penicilina (Fig 11a). En la cepa gdhAl sin  embargo, el amonio no
fue consumido en  su totalidad permansciendos en el medio de
- cultivo durante toda la fermentacisdn, notandose una disminucidn
" muy peguef®a en le concentracién de este compuesto después de las
primeras 12 horas de culbtivo (FIG iib).

El  puntag mds interesante es gque la cepa gdhAl no  produjo
antibidtico en estas condiciones adun después de haber alcanzado
la fase estacionaria.

"El" crecimiento de la mutante es lento y apenas alcanza - su . fase
estacionaria a 1las &0 haras, 36 horas después que la -cepa’
silvestre.

:a. CINETICA DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUTAMATC DESHIDROGENASA Y
FOZA DE ACIDO GLUTAMICO.

- En la cepa silvestre, la actividad de GDH se incrementa hasta un
‘yalcr de 3.5 pmoles/mg proteina/min a las 12 horas de cultivo,
probablemente porque se encuentra la mayor concentracién de
@ i cloruro de amonio. Fogteriormente la actividad especifica declina
soecuando el microorganismo entra en la idiofase, pero nunca llega a
niveles bajos a pesar de que el microorganismo lleva 24 horas de
estar en fase estacionaria, inclusive a las &0 horas se vuelve a
incrementar ligeramente la actividad de GDH.

La poza de Acido glutémico correlaciona con el perfil de 1la
Lorenzima teniendo un manieg & las 12 horas vy daspués disminuye
gradualmente (FIG 1Z2a).

La mutante presenta un perfil diferente al de la cepa silvestre,
ya ‘gue tiene una maxima actividad de GDH-NADPH a las 3& haras,
tiempo en el cudl el wmicroorganismo estd en plena fase
exponencial, sin ambargo, la actividad especifica as
aproximadamente la mitad de la de la cepa MNRRL-1951.

La pozca de glutdmico no correlaciona en este caso con la o)
actividad aungue corrasponde a la mitad de la concentracién de la
cepa silvestra a las 12 horas (FIG 12 b). )

Sin .. embargo a las J3& horas gue es cuando se observa también 1a.
madxima actividad de la enzima GDH-MNADFH para la czpa  gdhAl, la. i
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( URA 11 Cindlica de crecimiento { ¥ ), produccion de pemc,nma {ei)y!
amonio exiracelular (%10 mmy){+ ). i

" Ambas cepas fusion crecidas en madio de produoclon gon L

cloruro de emonio (10-mM} como fuenie de mtrégeno
’ {a) cepa NRRL-1951 y (b) cepa gdhA1l. :




-penicllina {ug/ing proleina)
DH (winol/mg proteina/min}
GLU: (pumol/mg-prolaina).:

nictiine: {ba/mo’ pvo\elna)
GDH_(1imol/mg protelna/min)-
GLU {umol/mg prolselna)™. =" 4

itamato (—r) y penlcmna (o )
mba 7cepas fueron crecidas en medio da producclén o]

ro de’'amonlo {10 mM) como fuente de nllrégeno
: (a)fcepa NRRL-1051 y (b} capa gdhALl. :




épn;éhtracién de glutamato es de 77 % de la concentracidn de este
-aminoAcido . para la cepa silvestre en esas condiciones. (0.52 % vs
Q. AQ ‘pmol/mg proteina)l.

i Estos rasultados sugieren que no soélo es i1mportante la
Jrconcentracion  de glutamato sino ques ambos eventos parecen estar
relacionados con l1a sintesis del antibidtico una posta elevada
de dcido glutémico y la prasencia de actividad de la enzima GDH-
MADFH.

Al  observar que la cepa gdhfAl no consumia la mayor parte del
amonio adicionado al! medio de cultivo cabia la posibilidad de que
la cepa ‘tuviera algan problema con el transporte de amonio al
interior de la célula.

Fara comprobar si podia crecer y producir antibidético utilizando
otra fuente de nitrdgenc inorgdénico, se cultivaron ambas cepas en
el medio de produccidén sustituyendo el cloruro de amonio por
nitrato de sodio a la misma concentracidén (10 m).

A. CINETICA DE CRECIMIENTO Y FRODUCCION DE PENICILINA UTILIZANDO-
MITRATO DE S0ODI0 COMO FUENTE DE NITROGENG. e

En ~1a cepa silvestre crecida utilirando nitrato de sodio-. como:
fuente de nitrdgeno, se observa un retrasc en la produccidén de

relacidn al obtenido en cloruro de amonio.

Esto sugiere gque las enzimas nitaro vy nitrito reductasas estan’
funcionando para la produccidén  intracelular de amonio Y
probaiblemente el retraso en la produccidén de penicilina en estas
condiciones podria explicarse por una concentracién de amonio
intracelular alta gue permita un buen crecimiento pero que afecte
la sintesis del antibidtico como sucede al crecer F. chrysogenum
" en altas concentraciones de amonio.

La cepa gihfl crece mejor que en 2! medio con cloruro de amonio
cuando =2 utiliza nitrato de sodio, sin embargo, presenta  una
curva bifazica (FIG 1Ib).
THan cuando el crecimiento es meior no se osserva la preoduccion de
penicilina.
A partir de las 24 horas de fermentacidén, esta cepa comienc a
excretar amncnio al m=2dic de cultivo en concentraciones
importantes que alcanzan hasta S mM aproximadamente a las 60
. horas. Estoc nos sugiere que la cepa gdhAl incorpora el nitrato de
sodio pero gque &l no poder canalizar el amonioc en altas
concentraciones hagia la formacion de aminoacidos como glutamato
v - glutamina comienza a excretarlo al medio de cultivo.

‘penicilina (FIG 13a) aungque el crecimiento no se altera ‘en:
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\ 13, Cinéilca de_crecimienio (x) produccion de pemclllna (- ) y e
1 amonio extracelular =+ )(10XMmM).
7% Ambas cepas fusron crecidas en medio de producclon con
cloruro de amonio (10 mM) y nitralo de sodlo {10mM) como
fuentes de nitrégeno. (a) ceps NRRL-1961 y'(b) cepa. gdhAl




"EFECTO DEL ACIDO BLUTAMICO EN EL CRECIMIENTO,FRODUCCION DE
FENICILINA Y ACTIVIDAD DE GDH-NADFH DE [LAS CEFAS NRRL-1951 Y.
“gdhAl.

Al imicio de este trabasec se presentaron los resullados obtenidos
al adicionar dcido glutdmico &l inicio de la fase estacionaria de
“un cultivo de F. chrysogenun NRRL-1551 crecide utilizando 10 mM
de cloruro de amonic en el medio de cultivo.

Con el fin de conaocer el efecto del Acido glutamico sobre la
sintesis de penicilina al inicio de la fermentacidn se
sustituyé el clorurc de amonio del medio de cultivo por Acido
glutdmico en una concentracidon d= 10 mM.

A partir de la observacidn de un efecto estimulatorio de 1la
sintesis de penicilina en estas condiciones, era interesante
-conoccer el comportamientn de esta cepa al sustituir desde el
inicio la fuente de nitrdégeno por acido glutamico.

Fara 1llevar a cabo este esperimento utilizamos el medio de
produccidn con 10 mM de Acido glutamico &l inicio de la
fey-mentacion y wvtilizanda adiciones cada 12 haras hasta 36 horas
- dE gste mismo amindcido (FIG 14a y FIG 14b).

En presencia de este aminogdcido adicionado como Gnica fuente de
nitrégeno la sintesis de penicilina se retrasa hasta las 60 horas
aunque la velocidad de formacidn del antibidtico parece aumentar.
Sin embargo, hasta las 84 horas no elcanza 21 nivel obtenido en
1 control (10,0 aM de cloruro de ancnioc) (FIG 14a). Asi mismo,
la actividad de GDPH-NADFH fus mucho menor, recuperandose a partir
de las T4 horas.

En presencia de dcido glutdmico adicionado como ¢nica fuente de

nitrégenc v Adicionandolo a las o, 12, 24 y 36 horsas del cultivo,

la. sintesis de penicilina no sd8lo se retrasa hasta las 60 horas

S sino gue se wantiene a un nivel muy bajo (diez veces menos que el
control) (FIG i14a).

De. la misma forma, la actividad de GDH-NADFH es mucho menor y a
las &0 horas de fermentacidén ya no se detecta (FIG 14b).

cEnc.estos  dos casos, no hay diferencias en 21 crecimiento ni
tampoco en el  pH del medio de cultive en ninguna de las ‘dos
condiciones.

Estas observaciones sugieren que la actividad Je GDH-NADFH es
atectada por la concentracién de a&cida glutdmico ya que este es
el producto final de la reaccidn.

Sin embargo, =~Usmos que el Acida glutdmico tiene un efecto
estimulatorio sobre la sintesis de penicilina, cuando se ardade al
inicio de la fase estacionaria. Analizando los resultados
obtenidos podriamns pensar que la presencia de este aminoacido no
-es un evento dnico para sjercer el efecto estimulatorio.

Una. posibilidad = que al ser adicionado al inicio de la
Fermenbacidn =l aminodcicao ze utilice para la formacidén de las:




pgbﬁeihas :necesarias para.el crecimiento
la. célula esté =n las condiciones gue se presentan en el -“inicio
de 'la fase estacionaria. :

+Otra posibilidad que debemos tener en mente es que cuando
cadicianamos dcido glutdmico como fuente de nitrdgeno, no podemas
Jolvidar la relacioén que sste compuesto tiene con @1 metabolismo
‘de carbono y la interrelacidn d= ambos metabolismos.

Existen evidencias wen estudios realizados cob Aspergillus
nidularns (2B de gue la pressncis o ausencia de glucosa e el
medio de cultivo ftienz edeclio &n las actividades de las enzimas
GDH-NADFH v GDH-NAD. En este es ividad de GDH-NADFH se
pierde en an medio gue carece v esta pérdida =2s mas

répida cuando =21 glutamata as
For otra parte, la actividad d incremsnta de 3 a 8
veces durante el crecimiento del cultivo wutilizendo glutamato
como unica fuente de nitrdgeno.

Fara podaer

Comiparar el Comportam estas cendicianes . entre
w.las dos cepas, ia NRRL-1951 v la gdhfl realizamos este mismo -
Cexperimento con la cepsa amutante. i .

Los resultados se muestran on las Figuras 1Sa y 1Sb.

El  hecho mé&s interesante es que en todas las condiciones en que
se adiciond 4cido glutdmico al medio de cultiva la cepa gdhAl
produjo penicilina.

Estos resultados sugieren gue el acido glutidmico estd involucrado’
en la sintesis del antibidtico.

Cuando el acido gluté&mico se adiciond a las O, 12, 24 y 36 horas
se cbsarvé el mayor crecimiento aungue la produccidén de antibid-
tico fue tardia y el nivel mas bajo de todas las condiciones.

Cuando se afadid &l inicic del cultive 1la produccion de
penicilina fue mayor aunque &l nivel de produccion es I veces
menour 21 de la Cejpa silvesure Yy se chboorva un desfasamiento con

respecto a ia fase de crecimiento.

Fara CoOnocEr s1 en esta cepa s2 presentaba el efecto
cotimulalorio gque se obsetrva en la cepa silvestre al  adiciaonar
glutdmico & las Z& horas (inicio de la fase astacionarial), se
realizé un  axperimento con la cepa qgdhal adicionando el
aminodcido a las &C horas (inicio de la fase estacionarial), sin
embargo  aunque se analivaron muestras hasta las 132 horas no se

absarvd la producci dn del antibidtico.

£l crecimiento fue similar al control hasta las 95 horas pero
despuds declind répidamente.

En esta cepa no se detectsd actividad de GDH-NADPH cuando
cultivé en medio al que se le adiciond 4&cido glutédmico
miltiples adiciones (0, 12, 24 y 26 horas). C b

¥ gua sed necesario .gue
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in embargo, - cuando se le adiciond =l aminoicido a las ¢ horas
os'- niveles de actividad fueron diferentes a los del control
“duranté las primeras 72 horas. A partir de e2se momento se detecté
la actividad a niveles similares & los del control. Esto sugiere
que la actividad de la SDH-NADFH an la mutante sigue 21 patrén de
comportamiente de la cepa silvestre con respecto al Acido
glutdmico aunque los niveles enzimdticons sean menores (Flgura
15b) .

[

Observando las figuras 14 y 135 podemos concluir gue en las  cepas

estudiadas se requisrs no saolamente de altas concentraciones de

dcida glutdmico sino tambidén de ciertos nivelese de actividad de
-

la enzima GDH-NADFH para gue =xista una estimulacidén de la
produccién del antibiotico.

8in embarygo, también existe la posibilidad de gue esta enzima
tenga un papel indirecto al afectar la concentracién de amonioc y
permitir gque se lleve o nNno a cabo la represién por amonio que
axiste en la produccion de algunos metabolitos secundarios.

"6 EFECTO DE LA GLUTAMINA EN EL CRECIMIENTO ¥ LA PRODUCCION DE
FENICILINA EN LAS CEFAS NRRL-19251 v gdhAl.

Es bien conocido que en las células eucariontes que son crecidas
utilizando nitrSgeno inorgénico, esie se asimila en forma de
acido glutdmico o glutanina.

En  F. chrysogepum, Hunter vy Segel (27 reportaron que 1la
concentracidén  intracelular de glutamato fue mayor que la de
cualguier otro aminoacida. Sdnchez et al (15) astudiaron 1la
relacidn de laz pozas de glutamico y glutamina y encontraron gue
la mduxima concentracidén de ambos aminoicidos se  alcanzaba  al
final de la fase logaritmica de crecimiento (26 horas) v esta
situacidén cedia a 1a formacidén del antibidtico.

Fara estudiar los efectos sobre crecimiento vy produccidn de
penicilina en las cgpas invclucradas en este sstudio, se
cultivaron en el medio de produccidn sustituyéndose el cloruro de
amonio por glutamina (10 M) como fuente de nitrdgeno.

En la  ceps NRRL-12CD la sintesis de antibidtico se retrasa 12
horas vy no alcanza los niveles de produccisén del control. En
esltas condiciones se detecltd encrecidn de i1ones amonio al medio
de cultiva (FIG 16a).

En la cepa gdhiAl sz observa una estimulacién en el crecimiento,
sin  embargo no  hay produccién del antibiético. Ademds se
manifiesta otra vezx la excrecion de iones amonio al medio de
cultivo caomo cuando se utilizé nitrato de sodio como  fuente de
nitrédgeno (FIG 14b).

xisten evidencias para la degradacidén de glutamina en otros
sistemas celulares (3C y 31) por wuna via llamada de la w—-amidasa
cen la cual la glutamina en un proceso de transaminacidn produce




diferentes . aminoacidos Y m~ce£og1utaramatb a través de la enzima

“Zglutaminas transaminasa. FPosteriormente, el x-cetoglutaramato se

“hidroliza por la enzima w-amidasa obteniendo asi amonio y
Twm-cetuglutarate.  Calderén, et al, (22) han demaustrado gue esta
via opera en Newospora crassa ¥ que es la responsable de la
"conversién de alutamina a nitrdgeno wx—amino, amonio y esqueleatos
~de carbono.

“Estos autores encontraron que la glutamina se degrada por esta
via y que el amonio &35 reasimilado por la GDH-NADFH por lo que
una mutante gue carezca de esta actividad excretaria amonio al
medio de cultivo cuando se utiliza glutamina como fuente de
nitrdégeno.

En estudios anteriores (15) realizados utilirando concentraciones
-de nitrdégeno  inorgdnico (85 mM) se ha aobservaedo un efecto
negativo en la sintesis de penicilina.

En el caso de culltivos con glutamina como fuente de nitrdégenc se
observa en la Figura 146 la excrecidén de amonioco al medio de
cultivo en ambsas cepas.

En la wmutante, este excrecidén puede deberse a la falta de
actividad de GDH-NADFH, sin embargo esta excrecidn  también  se
observa en la cepa silvestre.

En esta cepa ain cuando bhay produccidén de penicilina, ésta es
mener que en 21 control par 1o que podriamocs pensar 2n que existe
un efecto como el observado al afadir altas concentraciones de
~amonio al medio ds cultivo.

7. SIMTESIS DE FPENICILINA EN UN MEDIO DE FORMACION DE ANTIRIOTICO

DE CELULAS CULTIVADAS FREVIAMENTE EN DIFERENTES FUENTES
HITROGEND.
- Con ! +in de conocer si amonio, glutamina y Acido glutamico

tenian efecto saobre la sintesis de nove de penicilina, utilizamos
el medio de Formacidén de antibidtico (MFA) que permite 1a
medicién de penicilina bajo condiciones controladas.

Las dos cepas se cultivaran durante 36 horas en 21 medioc de
praducci én  de penicilina con 10 @M de cloruro de amonio, se
cosecharon Yy se lavaroan con dos vecses su volumen de  agua
destilada vy se resuspendieron en 21 MFA suplementado con las
fusntes de nitrégerno utilizadas sn este estudio, de la siguliente
forma:

a) sin fuente de nitrdgeno (control)
b) con 1¢ m de cloruro de amonio

c) con 10 miM de dcido glutamico

d) con 10 M de glutamina

A las 24 horas se midid la penicilina producida y se obtuVier6h77

los resultados qQue se presentan en la Figura 17.

En .la cepa.  silvestre se puede observar que con la aﬁi;iéh de

DE
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o FIGURA 16 anmlca de crecimiento {X ), produccion de penicilina (1« )y
omonio extracelular (+ }{(10XmM).

“Ambas copas Tueron crecidas en medio de produccian con o

cloruro de amonio (10 mM) y glutamina {10mM) como fuentes
.de.nitrogeno. (a) cepa NRRL-19561y (b) cepa gdhAl.




Acido glutdmico hay un incremento significativc de la produccién
de 'penicilina, no asi en 1las otras condiciones (amonio vy
glutaminal que son similares al control sin fuente de nitrégeno.

‘Los dates pera 1a cepa gdhfl, donrde no  hubo produccisn de
antibidtico en ninguna de las condiciones sugieren que las cdlulas
podirian carecar de las enzimas necesarias para la formscidn de
penicilina por no haberse formado en presencia de amcnio.

L Fara conocer si el &cido giutdmico o la glutamina tenian efectos
diferentes en la fase de crecimiento inicial se repitié el
‘ exparimentoc anterior cultivando 1
Gl @l medio  de produccidén sustituy
i estos aminscdcidos.

as células de F. chryscgenum en
‘erido el cloruro de amonioc por
Despudés de 6 horas se cosecharon vy transfirieron al MFA.  Los
resultados se wuestran en las Figuras 18 vy 19,

Cuando las células de la cepa NRRL-1951 se cultivaron con Acido
glutdmico como fuente de nitrégeno (Figurs 18) se observa un
incrementa importante no sdlo del control sin fuente de nitrégeno
(1.35 wvs 1.53 pg/mg) sino también cuando se adicionaron amonio vy
dcido glutamico al MFA.

En el caso de la&a cepa gdiiAl se observd la formacidén de penicilina
aen 2l control (sin furente de nitrdgeno) y se observd también la
estimuilacidn por Acido gliutdmico en una proporcidn mayor que  en
la cepa NRRL-1951.

Sin embargo los niveles de antibidético en la cepa mutante son 10
veces menas que para 1a cepa NRRL-1951 en el caso del HMFA
control.

Estons racsultados indican gque el 4dcide glutéamico si tiene un papel
inductor =n la sintesis de penicilina y gue su presencia en las
etapas previas a la& sintesis del antibidético es necesaria para
que esta sintesis se lleve a cabo.

Sin embargo para la cepa gdhfil parsce no ser suficiente la
prasencia de eso0s niveles de 4cido glutémico para alcanzar los
niveles de produccidn del antibidtico.

..... En el caza cultivadas previamente en glutamina
como  fuente s obsarvea qua  la produccidn  de
penicilinsg ha ctada negativamente en ambas cepas.

Lre, Mateos, R.C. observé y postuld

En el caso de la cepa silvast
2cto inhibitorio de glutamina a niveles

una explicacidn para el ef
mayores de I oant (17).

Sus dalos sugieren la posibilidad de gue la glutamina aste
involucrada en ol transporte de amincdcidos en forma de un ciclo
similar al del v-glutamilo y por 1a relacidén que parece existir
entre la primera enzima de la sintesis de penicilina y de la que
sintetiza glutatién, esta 25 una interesante posibilidad.

Con  respecto a la cepa gdhAl, el valor obtenido en el cantrol
(sin Ffusnte de nitrdgenc) es muy bajo y esta en los limites de
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étecéiéh del método“analitico por 1o que podemos considerar. :que

Eiﬁéamportamientm de las cédlulas precultivadas en glutamina es el i

nismo gque para las qgue se cultivan en amonio (Figura 17).

S8y CACTIVIDAD  DE LAS  ENZIMAS INVOLUCRADAS EN  EL  FROCESO | DE

. ASIMILACION DE NITROGEND: Glutamato deshidrogenasa

Tdependiente de NADFH (GDH-MADFH), Glutamino sintetasa (GS) vy
glutamato sintetasa (GOGAT).

“Para tener an mayor conocimiento sobre las enzimas involucradas
en el proceso de asimilacidén de nitrdégeno en F. chrysoagenum, se
cultivaron ambas cepas en el medio de produccidén de penicilina
usando como fuentes de nitrédgeno, amonioc vy acido glutamico.

A las 24 haras de fermentacidén se cosechd el micelio y se midid
la actividad de las tres enzimas involucradas en la asimilacidn
de amonio (Figura 7).

Los resultados se muestran en la Figura 20 e indican gue para
“ambas cepas la GDH-MNADFH tiene una sctividad menor cuando se
utiliza Acido glutamico. Del mismo modo la actividad de G5 se
Testimula 26 esas condicianes y esta se observa en mayor grado  en
la cepa gdhAl.

El. efecto negativo por glutdmico sobre la actividad de GOGAT es
evidente tambidén psra ambas cepas.

En el medio de produccidn normal {con cloruro de amonio)
encontramos gQue la a&actividad de GBS para las dos cepas es la
misma, sin  embargo, para la cepa gdhfl la actividad de GOGAT
sufre un aumentc de aproximadamente 2 veces con respecto a la de
la silvestire.

Esto sugiere gque la cepa gdhfAl suple sus necesidades de A&cido
glutdmico por la via GS/GOEAT.




asimilacion-de’ amoni

“GDH-NADPH

B NRAL-1061
- gethat

)

0.30

0.052

AR

7

-GS SINTETASA

GOGAT
Bl RRL-1951
NS grhat




,pnqude!

 Freums 2,




Corir e et a
SARELUnGar 1
: nd Lrligeng - ose
anddrgblatas s il la wayor s

5;35;;1&5
sLos. dar ivacos
mayor atencidn o han
Pasaninodcidos glutawming v doide glulénico por sel loo gue
setameiibe derivan del fendmeno de asisidisclin dis amwonic

,du' wEtaliol Leiu LT oge s

o i e
E L SO

2s de peniciline
sininuacido  induce la
dicionedo  al s@uio | de

En. & veps Hio del medio. de

culliva e dirvectensnts e inicziue de la
sintesis L de este

nitrégenc
puade Jdeberse L ‘x.ra.xr:*. Orhaan B2 e@n anonioc  para
ST AB il adu i mebakélica haczis a

Hormaision
Dapendieide

glutamata.
wooonitr it!:)

ianar
PRI £ 70
{13Y pars
que 2slo se
\:j\-‘n(u.lﬂs- Fa
PUCeiss BEnwar , PO g se han b
wirilissis de glabat - te anminsdcide esla
Juoooa wiras vias mabtaudlicas evtre las gue  puecs
i

o
o]
C.
i

Pricio de
sl én pare
clavul dridca

cafamicinag

b4
‘debe a fennimeno de conitrol por

=W N ]

srconle ar e e del glutalidn gue o uwliliza direcltaments como
SRE BULr SoE del ripéptida similar al gue da  arigen a ia

‘penicilina.

Adicidn 1ny ol al oo cluldmico como

can Oy 12, 24 g
winuacido sobre-ia
tad dae la @zinis GDH-HADTH 14 B Esto puede
g de e Lidhinhi ol dn por produ 1o gue s2staria de
el a1 (18 gqui@nes &iConiraron Que a una
ve acido glubamoo, ia acltividad de  la

wi se inhibe.

ceadicione

eifecla gue

‘\jL: s

eibair g, al parecer, la encima GOH-MADFH puede ser reprimida
te aninodcida y 2500 Nos sugier e, tomando @n cuenta los
ubilenivdos con ila cepa gdhfl (FIG6 15a y 186), que la

en e produccidn de penicilina estd relacionada. no

e

A e glubdmico sino tambide con el papel regulador-




TElEABUIde Ta gstdenzi na (2

e la pa - grabal pos iudicatgue’ Ya porat del JAcido

Lprovieng inialmente del funcispamiento idel Sicstems
sintetasasglivtamato  5i {BE/BOGATY ya que: la
G GUH-MADRH s detec 3 rliv de las 24 0 horas cde
pEFMQthLiéU (FI8 11ib vy

pza do este aminodoide disminuye cuvando las células estan. en
fasa  Jde iuid grobabil emente = glutemato o 1los

=it Tavrmar s s parlbiv de  édste se estén
acimi@nbty relular .

tabotiLus

s niveles de urecimientu obtenidos en la cepas o gdhid BUGL er en

=N Sistemn GE/60GAT funciona con menures concantracionas
aceliuwl ares de amonio o gue provota gue esle 16n  peripanescs

en el omEdi o di2 ol Livo ya gue o puede ser asimilads poar GDH-
.{

MADFE

Cuando se wbiliza nitrato coms fuente de nitrdyenuo, N células
crecanome jur gue oo 2 clurwro de amcnio, sin enbargo después de
e U0 horas pa encreeta 20 awonio &l aedio de cultivo
detbido probablamonte lncapacidad de azimilacidn & través
dea” GOH-NADFH 'y manteni 5 aci niveles adecuados
noocdi smintyen la actividad dei pstesa GS/GOBAT (Fi

ta

de
revierte el

EYl corecimiento de la ceps gohial an glubdmi
ALy Gueing FIGE 0 15a v 13k se estimuia vy
efecturnegativo - de la produccion de penicilins.

Estous roscltados tambsﬁx sugleren gune el &cido  giutdmico esta
invulrcrada e ia sinstesl 21 antinidlive  auwngue el retraso
ub pvada e la apariclén santiblstice esta relaciocnado con el

eslhacionaria, Ta corncentracidn de antibiotico
que el 1o cepa silvesire.

s ElT e Tdosdos glilutdmion adends afecta 1a veiocidad de crecimiento de
. la . gidival logue nos indica Jue exta cepa esld afectsda  en las
fvian de formacidn del asincdcido aungue Lo es auxdbrofas de - éste
va gue pusedoe orecer e medio al iynal que obras  aubtantes
BOH~ (2B vy 290, e sistema B3/60GAT sunciona mds eficientemente
RS 1 K i S E e Ccarresponuignle.

3

il L v

Eztons  resultados =sugieren (que para que en las cepas  astudiadas
caninia unad esbinulacidn de la eintesis de penicilina se requiers
no Csolamante  la o presencia de una conoentracion alta  de &cido
glutdms o siqic también de clertos niveles enzimdticos de 1a
engiva, BUH-MADFH (Figuras 14 y 135). .

CEan embarga, tambi én existe la posibilidad de que esta  enzima
tengs: iy papel 1ndirecto afectando ia concentraciasn de amonio
rpara s purmibir  gue se lleve a cabo o no el efecto negativo - por

En eoltaze wonsdiciones nia hay et goidn de fooes amonio al. sedio de




pyod

i¥ina.

fiasst e én e

pinula el Crecimiento  de laicepa Sl
stas mondiciones Mo 1Ay produccd . de penicilina
JRt 3 IR e hecho antoresante ws Gue al 1‘:1«“d, giuvtaminz
fusnbe . dw Ly Suaeno . e go 3 N a LOUnes aimdnio al
de il bivio. Extstan evidenct la dagradacisn de

[T e

glubtwnina’ o obr aistemas celulares porouna wia
FlEamadar e la w-ainidasa en la cual un proceso de

1

tagliutaranaio
Fosterioreaente, el
ida wWoamidasa uuL i ando
y
L

ansaininac i G JEurE giFerentes

Toas byavds de le enzima giutaoinag b
samweloglolar ane sa bhildroliza por la en

At

Tasi awio Yy wmcetaglutaralto. C ldm|;u. Pz
ta vin opera an | 855 1a

clemastr ado gue e
)
EY

o3 poiisable de la conversidn de glu
amonio vy esquelelos de carbono.

|

—amiivo,.

avlores enconbraran que la gluleamina se degr ada  por  esia
via Gy ogue =2l amonio 2s reasinilado por la GDH-MADFH por 1o gque
uana oomulanbte gus carezca de @sta actividad excretaria awmonio  al
Smedio de o cultiveo  cuands se utiliza glutamina comg  Fusnite  de
nitrdgeno,

Cardn de gue | no. . se
aun  cuando - al

estoc  sucediera chy 2UIUG
g entibigtic astas kumd‘uxunﬂ
cracimionlo eEa melor  gQUE. 810 dlilnii L,
concentbr acionss inbkracelal ar g Aamo:
permitan el fundionam i
efecto negatvo sobre
1o pora de Adcido clutad

Al Toul tivar Paoo cepa gdivtl
gluwbamitea vy d?spués ob;ervgr 5 stos mismos conpuestos
@’ el awedio  de ima JFig 1Y, 18 oy 1§
encontianos gue solanente cuando el dcidu glatdmicu s2 usa - Ccomo

eio, doido glutdmico |y

de a1 LGy, s produce 21 antibhidbhrico.
LGory - vespeclo a las actividades enzimaticas quie thEFVIEheﬁ ern-ta

casimyilavidn de anon:o encontramos. guer (Fig 20

TESTsw I nduresudanda g

aAcido glutdmico . es ia

Sy BDBAT
“rigual  que

sudre  un efecto negative e estas condidiones o al
1a GDH-MADE : g

En o la o cepa gdhAl, cuands ce wuliliza cono: fusnltae de
dgoho daoni o, G06AT presenta altos niwvegles de actividad vy
SB8 tambirén awmenta.

D Vos datos obienidos paira la cepa gdhitl, podemos concluir que
Aundue @5 0 nod Fiooduse exista une pora de dcido glutamico de
Saltascuncéentraci i la sintesis de penicilina, sste no s un
seventi anlce para ejordar el efectu estimulator fo. )

48




de acido HAuLémicé,
cracimiento | rapido’

[ogulittn] obsetive
quhial frente &
chser «& que &l cultivar ests
. fucea panicilinag & niveles de
del valor da la cepa NRRLO-1751, aungue la

wdlos paralelos &
Csrduxcr; =T - conpor taniento
Hiferentes fue

entes e ﬁkfrULCuG
epa- -an  proilca Yy oal

aprron i madameznte un 7O

producci dn se iniciabas & lasgs 60 haras. (5. Sanches camunicactsn
pernonal b .

CEn. anbos casoe lassd por wsta  cepa  podria
2s tbar favaracida debido a que el catabolismo de pgroline genera
Aci do dlutamice, Y alanina  interviene =en  roacclones de
transaminaci i cun Acido oo Arico f@Enco Acido

Clgluldmles.

En Ja Faguwra 2 se resuse la relacidn gue parece existiv o entre
encimas Lnvdlusradas en la asimilacidon de nitrdgeno (GDH, 55
BRESTY, s aminodoidos (glutamina, acido glutdmaico, alamina ¥y
raiina) o los irntermediarios de ia sinlesniz de panicilina {(e-aa-~ e
P m-owal )
reacel dn cataliczada por la enzima BDH-MADY Jrtes
P eps o Srovoca aque ta oncenlr s
i1t ento de &ste

ot
i

¥ aastll

io
digminuida

3
srrgkubdaico dismanuya ¥y ogue el aba
&

FE R g qise i cabo aumentando laz activid X
del wisbema G3/7E606GAT. Fara que este Lawa 5 & -
funcione, ta @il e debe cont un navel por

de acido glutdmico 1o gque puede
a5 awstdbr of
For  obra

caorneegnisr le cepa gdl
a este andnodoido.

Aozt dos  Cons anina y

& Ly ={t} catabolizamo Ac:ido glutdmico
-l ante intetice el antibidbivo
hecha de yue =l microorgaenlsne craece
akubil trar gluabamine

tgual sin yua w

cuarndo
RS T -]
b dgenn,
dei

cia ye que
nientos es

e Gt T i dn e [ cass  de
glubamina, i g s L a Lyiss & aumentar cEnbtrasién
verbraced ul et de : catabolismo de glu S8 Sigues

S Voo
mobra 1a

Gld Lion

it ber del s doidy giutdmico observado en un trabajo
Yo upReOUne do oo trabaju baio condiciores  de
apoys la dwmporbancia de ste - compuessto en la
endcilina v podanos Lonclulr gue Lu@.ﬂuxwr avento
afecte ia presencia intracelular de este  aminodcido | pueds
‘atectar 1o de la peniciliva. :




liliyang‘JQ v C Ballu,B)u henistry and genetic regulation
ofocamarcially. important antibiotics.  (Ed. LGl 0 Vindngy
198-,Cap tulo 40 Addison Wesley Publichiung Co. i

JOULPHWF' W y N Nouss, Chemisbry and biology of f-lactam
'antlblmtxrzu (Eds. R. Morin y M. Borman) . 19282, Vol. 3,
cap. 1, Academnic Fress. :

Hensbach, G. s C.MP. Van Der  HBeek vy, P.W.M. Van Dijky
Biotechnlagy and industrisl antibiotics. (Ed. EJ Vandamme). "1984.
Cap. 3. Marcel Dekbker Inc. ; i

‘:Lara, F . 3 RLC. Mateos 3 6. Vazques v S. SAnchaesz, 1982:
BLoBR.R.O. 105172178 g . . ' S

Lépez-Nieto, M.J.; F.R. Ramoss J.M. Luengo v J0F. Maftin;‘
17283, Appl. Micobial. Biotechnol, 201 345-351 e

3Adr14nﬂ, F.: E. Meescharrt; W, Wuytsy H. Vandprhaegue yiH
L Eyseen. 1979, Aatimicrob. 1 Chemother. 8:638~54% i

J.F. - Martin. - 198S. Ll

- Ramos, FuRs o L.
TAntimicorob. Agonts 587

Martin, J.F., et al. Regulation of secondary  metabslite s

Farmation., Workshop Conderence i Yol. 6. (EdsooHd

¥leinkaufs H. Dihren: M. Dorpaase vy 5. Mesemann) . S 19BS.
lemic Press

[T

Marting, J.F. v A.L. Demain. 1280, Microbial. Rev. 443230-251
Caphalosporing.  Comprehensive Biotechnology. - (Ed. M. MOQ—:’ o
~Young) . 1985, Vol. I Cép. 4. Fergamon Fress. R R Rt v

seftraronowi bo, N v AL Damain. 1979, Can. J. Micrbbicl.
':):Ol'“wi : =

i hueener,  B.uW.y McDermuttvyrﬁ.é; Rédue-71?75}”éhéimiﬁrmﬁf'%emfw%
Agente Chemoliher. 71646657 :

Romero, | d.; Fo S Liras .y J.F. Martin. 1?84, Apple Microbiol. =
Bilotechnol, 20:318- : ; . G

Castio, J.¢.: F. Liras; . Fortéq y aLFL martih.;iéé5; éppi.§
soMicrobioll steohingl G T

Sancher, Sz L. Paniagoay R.C.o o Mat E F Lara v J.'ﬂoﬁafi
Fdd v ann i siotechnnl ogy (Eds. Ve 51 ngh)~519801
Vol gEganen Frasg. . SO o




. Sanchesz. 1985. FEMS Microbiology letters

Sdaklitsch,  W.M.p M. Rehry D.F. CKubicek. 1985.0 Exp. Mygs
Cermio-ni7 ' R i N

IMateos, Rl B, oVAZgues vy 5. 53hchaz;?1984.,Biotechﬁology'_"
sletters 6:109-114 SR . ’

Meister, A. v 5.5. Tate. 1976, Anh. Rew.'Biochem; 45:927-932

dRaszab, . I. vy 5.0. Enfors. 1981, Second Eurapean . Congress of
T Riatechnology. Eastboune, England. '

odarvis, F.G. vy M.J. Johnsaon. 1947. J. am. Chem. Soc. &69:3010-
LEOLT -

Pillowry, L 0LHLy NUJL o Rosenbrough: Adbl. Farr y Ruod. ’Randell." 
RS Jy Biol. Chem. 195:265-2785

Heatherburn, MiW. 1867. &nal. Chem. 3I9:971-974

RBanko, G.; & Wolfe v AL, Demain. 19846. B.E.R.C.

CRyug - DeDoYL vy J. Hozpodka., 1980, EBiotechnol. Bioeng. 2
298 - :

Marzluf, G.A. 1921. Microbiol. Rev. 45:437-441 °

CHuomelt, 8.y Je Mora. 1980, B.B.R.C. 96:14688-1694-

Pateman, J.A.; J.R. Kinghorni E. Dupn.y E. Forbes. 1973, JQi 
flacteriol. 114:943-949 i SRR

Coober, a.d.k. y A Meister. 1977. Crit, Rev: Hiochem. #4:281~+

E0O3F

Cooper,  A.d.L. 'y A. Meisteri 1981. Comp. BRiochem. Fhysiol.
6981137145 » B S :

Calderen, J.; £. Morett y J. Mora. 1985, 00 ~Racterial.. . &
14£1:807-209 : B : T

Cobney, L. vy F. Acevedo. '1977. Biotechnol. Biceng: “19:1449-
T14862 , . SR

Microbiol. BO:159--

Gen.

B4, Ferguson, ARy AJF. Bims. 1974. 730

L Meers, J0Ll; D.wu~‘Tempest3y:C.r
CMicrobiol. 64:187-164 . o o




ne Gui R Falacios y J. Mora.
E9-68 ~ 2 S

Dl
=1}
Mateos, R.C. 198%. Tesis para obtaner jel arago. de’ Maéstf'iia.
sniinvestigacisén: Bionddica Basica. U N.AML e L
‘Kinghorn, J.R. y J.A.  Fateman. - 1973, J5 Gen.MicFobinlii
RS AS PR Ll VY : . . S S




	Portada
	Índice
	Introducción 
	Antecedentes
	Material y Métodos
	Resultados y Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



