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La lndustrlallzac1on del 1imdn mexicano (Citrus aurantlfolla—SWLngle)

epresenta la produccidén de un residuo con serios problemas para’ su elxmlna-'

1on, este-residuo es el jugo cocido de limén (JCL), con una produccidn: anual

‘de’alrededor de 80 millones de litros. Sin embargo, su composicién quimica

“rica en &cido citrico (45 g/1) y algunos oligoelementos, sugirid la posibili

- dad de utilizarlo como medio de fermentacidn para la produccidn de amino- '

:‘Acidos, antibidticos y/o proteina unicelular.

se presentan los resultados obtenidos al utilizar JCL como principal -

componente en.el medio de fermentacidn, empleando un Corynebacterium glutami-=:'

‘cum como- microorganisme productor de &cido glutdmico, siendo este aminodcido

uno de. los principales potenciadores de sabor mds. utilizados -en’ la 'industria.:’

de alimentos.

Los resultados muestran la capacidad del microorganismo para utlllzar

vel citrico del medio (32 g/l.h) asi como un aumento en la produccxon de glu—:l

tamico de 2 a 12 g/l al utilizar JCL combinado con melazas de cafia, en com-
paracidén con los medios compuestos principalmente a base de melazas. -Por otra

parte, también se describen otras relaciones observadas entre la adicidn-'de

" adyuvantes de la produccidn de glut@mico como lo es la penicilina en concen-':

traciones minimas, con el efecto que ésta tiene sobre el crecimiento 'y deman-

da de oxigeno del microorganismo y su produccidén de &cido glutdmico, como. una -

funcidén de laz relacidn dosis:biomasa:fase de crecimiento. El conocimiento-:de

dichas relaciones en un sistema de fermentacién dado, permiten la prediccidn

y control del comportamiento microbiano en relacidn a la evolucidn.al proceso

de fermentacidn.

mStDS resultados pueden representar una pOSlbllldad de mejora en’, os

metodos de produccxon industrial-de-este amlnoac1do, Pl

tlva para la utilizacidn y aprovechamiento de este res1duo agroxndustrlal.



'sus desechos. Un ejemplo de &sto son 1as 1ndustr1as enlatadoras ‘dé‘c

Vrporcentaje menor -de fruta o producto agrlcola complet D hab

'un gran desperd1c1o de jugos, cascaras y semillas.

La problematlca que presentan algunos subproductos o desecho agro n

“/dustriales, ha originado el desarrollc de diversos proyectos de: 1nves lga
cidn que han tenido como comiin objetivo, aprovechar estos desechos en u
sentldo técnico~econdmico encausindolos a un me;or £in, ademis de combatlr

la- contamlnac;on ambiental, entre otras cosas,

Un anallsls de la naturaleza de muchos desechos en generalv'ha revela
‘do la POSLbllldad de utilizarlos de diversas maneras para la obten01on de

complementos alzmentlcxos, materiales de construcc1on, combustlbles o recur-




En 1arRepub11ca Mexicana existen 52 plantas 1ncustr1a11zadoras del 11

on‘mex1cano (Cltrus aurantifolie-Swingle), localizadas alrededor de las

nClpalEb zonas agricolas productoras de este fruto (cuadro 1),el cual ha

llegado a 'ser materia prima para la obtencidn de una gran variedad de deriva
dos de importancia comercial, entre los gue se encuentrarn el aceite esen-

clal;vterpenos, el jugo simple o natural, el jugo concentrade, jugo en polvo,

céscara, y &cido citrico y/o citrato de sodio, entre los principales (figura

1). Es precisamente en el proceso de obtencidn del aceite esencial donde sur

:gé.ei residuo méds importante de la industrializacién del limdn. En este pro-
ceso, el limdn despus de haber sido seleccionado como "limdn para industria
‘iizacién", es molido y exprimido para separar el jugo del aceite y de la cés
éé;a y de otros sblidos. La mezcla de jugo y aceite es destilada separando o
el aéeite esencial guedando como residuc el llamado "jugo cocido de limdn" -
(ICL). o
"Al producir 3,500 tambos de aceite esencial (180 kg/tambo). que se érg
:dujeron en 1980, se originaron aproximadamente 78'750,000 de litros de 56E.
_Este. volumen da idea de su importancia y de la magnitud del problema de su.u‘ 

aésécho. El proceso industrial para la obtencidn de aceite esencial,ﬁa‘cobri
@6 atn mayor importancia en los Gltimos anos, debido al incremento del volu=.
men.de exportaciones realizadas (Aindrade, 1974).

: Dicha cantidad de residuos origina serios problemas para su elimina-
ﬁién, va que si se desaloja al drenaje causa un incremento en la demanda ‘
“bioguimica de oxigeno, debido a la gran cantidad de materia orgdnica que
contiene. Por otro lado, si se desaloja a la tierra -provoca la destruccidn
de la flora y la inutilizacidn del suelo debido a su acidez (Garcia-Hernin-
‘:dez, 1983). Sin embargo, el andlisis de los constituyentes del jugo cocido
de limdn (cuadro 2) ha sugeride la posibilidad de utilizarlo como medio de
;ﬁltivo, mediante ciertos complementos para cue puedan ser aprovechados pox-

microorganismos. Entre estos compuestos se deben mencionar el &cido citrico

y los azlicares reductores, los que Se encuentran en concentraciones adecua-

das para estimular y/o sostener el crecimiento microbiano, el cual si es con

trolado adecuadamente, puede dirigirse hacia la produccidén de metabolitos o
productos de interés tales como aminodcidos, vitaminas, antibidticos, poli-
meros, alcoholes, otros productos quimicos y/o proteina unicelular. (Santana--

. ‘Castillo, 1985)
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de &cido L-glutdmico. No obstante

usado ampllamente en la industria

"el’ cual, es un ingrediente bdsico’

: ? vegeﬁaies'(Meyer, 1960 e Islas,

‘que en el ciclo de Krebs pasaria a ser convertido a &cido succinico. Pero la

—qetqglutarato-deshldrogenasa de estas bacterias se encuentra en bajos ni

‘veles, lo que promoveria la conversidn del &cido o&-cetoglutédrico en &cido

succinico; sin embargo, por un elevado nivel de la enzima glutamato-deshidro
enasa, se favorece la conversidn de Adcido o4-cetoglutirico en &cido L-glutd

mico (Eveleigh, 1981).

- “’Estudios preliminares (Isias, 1984) demostraron que el Acido citrico

,co'tén;do en el jugo cocido deé limén, podria’ser utilizado como fuente de

'afboﬁo para el desarrollo de—bagterias prbductoras de &cido glutdmico.

'Pof"10”antérior,wse‘réal reve IEVLSIOD uel panorama economlco

‘,tamblen es conocido)

1.2

Aspectos: comerciales




T a_.partir.d
_) ;Reacciones que’ ocurren-en Ia ruta anaplerotlca d ;

lioxolato para completar el ciclo ‘de hrebs.




ductos qu1micos. El n- acetil—glutamato se encuentra en e1 mercado “como u
censoactivo biodegradable de baja accién irritante sobre la piel, 1o que
lo-hace apreciable como un_aditivo en cosméticos, jabones y shampoos. El: =
acido oxopirrolidin-carboxilico, es otro derivado del &cido glutamico‘y es
kutilizado como factor humectante en cosméticos. Las amidas del ac1l—g1u:a-
:mato son utlllzadas como agentes gelatinizantes de donde se obtienen una ‘
rgran variedad de hidrocarburos 'y aceites vegetales de tipo gelatlnoso

ne. aplicac1onas como dlspersante de dceite con propsitos.de combati

contaminac1on del mar.”

En Mexico, el ac1do glutam1v témbiép e$ uﬁ ﬁréduéﬁo de :importanci







a propledad de exaltar 1 5abor de Konbu un:alga marina usada:
clonalmente como:un sasonador ‘en Japon, se. ldentiflco en prlnc1p1o

ebido.a la presenc1a del icido. L—glutamlco (Ikeda 1908). Este descibric

_mlento condujo al ‘desarrollo de-su produccxon industrial como glutéﬁaﬁo"

‘monosod1co. En aquellos dias el dcido L-glutdmico era producido a partir

t;de la hidrdlisis dcida del gluten de trigo o de protelna de soya. Por- 
;otro lado y durante alrededor de 50 afios, se aislaron mxcroorganxsﬁos
 productores de 4cido L- glutamlco (Kinoshita 1957) y de 1la 1nvestlgacion

'?subsecuente se ha llegado al desarrollo de. procesos fermentatxvos :

~.micos’ para su produccidn comercial.

El desarrollo e investigacidén de la fermentacidn. del écidbiL-glutémi,
'colréaﬁgié métodos de prcduccién’comercial—dé,glut;mato;monégédicb desde
‘el proceso de hidrélisis de protefna hasta el proceso de"produccién"mi-i ik
'crobiana. El proceso de hidrdlisis de proteina era mas costoso usando ma
“iterias primas como el gluten de trigo o la proteina de soya, resultando

‘una.gran cantidad de subproductos tales como almldon o mezclas de’ amlno-

g éc1dos. Por otro lado la fermentacidn dé &cido glutamlco, no rlnde nln—-
gun subproducto en part1cu1ar, hablenda ahora reemplazado completamente

el'metodo de hldr01151s de prote{na. i




éomienzan™ a~sers utilizadas

nacion dc DNA y: las técnicas de fusidn celular pueden ser Gtiles pa'
a construcc;on gendtica de microorganismos con mayores rendlmlentos
dpﬁéién o con la capacidad de aprovechar o asimilar materias pri-" 7.
mas mas baratas, tales como compueétos manocarbonados y materiales*célu; e
los1c05. Tambxen se estan investigando blorreacLores con m1croor5an1smosk
rodﬁctores de acido gluLamLco inmovilizados en un intento de mEJotar 1a

cthldad. (Lve131gh, 1981)

an; alslado y reconocido como bacterlas productoras de dcido glutamlco

(iamada et; al 1972). La mayorfa de estas.bacterias productoras de acido‘

'lutamxco son Gram positivas, no formadoras de esporas, no novxles
reqUieren biotina para crecer.

'Lés microorganismos cabaces de producir écido glutdmico en‘géén&éé
cant1dades estdn divididos en dos grupos: el prlmero de ellos, son 1 s
acterias ‘formadoras’ “de” €sporas del genero Brcilus:”
‘Bl segundo lo forman bacterias de cuatro géneros que no esporulan.

"'Cor)ncbacterxum Brevibacterium, Microbacterium.y ArthrobacLer.‘“

De los grupos mencionados, el mds importante desde el punto ‘de
vista industrial, es el segundo. Estos microorganicmos:.son c;Ra;

de producir entre 30 -y 50 g. de dcido L-glutdmico a par;if-

udé glucosa por litro-de medio. (Kinoshita, S..1972).




giufémicum;~culi1ium,:

Callunae, C. herculis.

B. divaricatum, B. amino-

genes, B.flavum, B.lacto-
~fermentum, B.saccarolyti-
-cum, B. roseum, B.imnario
philum, B.alanicum, B.am-
moniagenes, B.thiogenita-
lis.

‘H.salicinovolum, M.ammo= "
niaphilum, M.flavum var.

- plutamicum.

A.globiformis, A.amino
faciens. v




Fuente de Carbono

L:s bacterias productoras de ac1do L glutamico puedcn utilizar con,‘

St strato para &l crecimiento celular”’ ¥y la biosintesis del &cido L-glu—'

‘tdmico ' varias fuentes- tales como la glucosa, fructuosa, sacarosa, mal-—
tosa, ribosa y xilosa, En la produccifn industrial se emplea general-

ente como fuente de carbono, melazas e hidrolizados de dlmiddn.

‘Con el fin de obtener altos rendimientos de 4cido L-glutdmico,’ lé';on

entracion de ‘biotina debe ser controlada estrictamente a niveles. por de=-:’

‘del Sptimo para el mdximo crecimiento. De ésto’es que algunas

‘as:primas ricas-en biotina; no habian podido ser utilizadas-para

ro;esb‘hésta el 'descubrimiento del efecto antagénico a la biotina - que te-

Iaﬂ las pcnicilinas y los &cidos grasos saturados en C16-C18- Las mutan=-:

es auxotrofas de 4cido olelco, acumulan dcido L-gluLamlco én medigs ricés

en blotlna solo cuando ‘la concentracién de dcido olelco es controlada aun

Lvel por. abaJo del Sptimo para el mdximo crec1m1ento.;(hansak1, 1960)

IZ;Z“Fuénte de nitrégero yicontrol de pH.

Debldo a-que: 1a molecula de ac1do L- glutamlco contlene 9’5 de nltro

la férmentacidn requiere de un -~ gran suplemento

vidad de ureasas, por lo que también la urea es utilizable como fuenLe de

nltrogeno. El ion amonio es nocivo tanto para el crecimiento celular como
'-para la formacidén del producto y su concentracidn en el medio debe sgr man

.téﬁida.a un bajo nivel. El pH del medio de cultivo tiende .a acidificérse

al .tiempo que-los iones amonio van siendo asxmilados y. el dcido L-glutam

excretado.;rl amoniaco gaseoso tiene grandes ventagas sobre 1os él 1i




acuosos para mantener el pH entre 7.0 - 8.0 el cual’es el Optimo para laf

lacumulacidén de &cido L-glutémico. Sirve tanto como agente céntfdlédbr'dé'pﬁ{
ési como de fuente de nitrégeno resolviendo muchos problemas de orden técni-‘
4c6; La adicidn automdtica de amoniaco gaseoso, hace posible un control preci
so del pH evitando efectos tdxicos del amonio y la dilucidn indeseable-del

1iquido de fermentacidén. (Kinoshita, 1972).

‘2'2f3 Factores de Crecimiento.

Las bacterlas productoras de ‘dcido L—glutamxco requleren blotlna para
u: creclm’Ento y su concentracidn debe ser controlada estrlctamEnte, para ob -
ener un rendimiento mdximo del producto. EL efecto de la blotlna sabre la

fermentac1on del dcido L-glutdmico ha sido lnvestlgano lnten51vamente en re- -

‘lacidn a la permeabilidad del &dcido L—glutamlco sobreila: membrana celular

el CUal serd descrito mds adelante.

:2.2.4 suplemento de Oxigeno.

La biosintesis del &cido L-glutdmico es un’proceso aerdbico que re-’
g P q

.quiere oxigeno durante la fermentacidn. Para una méxima produccién, es esen-

_cial el control del oxigeno disuelto a su nivel Sptimo. Las cé€lulas respiran:
do ‘activamente, consumirZn todo el oxzigeno en un caldo saturado (7ppm) en po
cos segundos, por lo gue se debe suplementar oxigeno continuamente para man-

tener su concentracidn Sptima. Para conseguir una aereacidn efectiva se-de-':

‘bén considerar factores fisiolfgicos y de ingenieria. La ecuacibn (1) es una

expresidn sencille que describe la transferencia de oxigeno ‘durante -la-fer-

mentacién R
.
= K.a (C. - = - % e
Rop = K2 (€ - ¢ 207 crix =R 00 "Crcpie
Donde: LT

Q02 es la velocidad de respiraci6n>celular.(m01502f7m

Kla es el coef1c1ente de transferencia volumetrlca ae
*

CZL




PUOTETR M e mge en S T E -
es - la'velocidad de :respiracidn critica (mol Oz.ml “seg

~es el nivel critico de oxigeno disuelto para la: respiracién

celular. La veiocidad de respiracidn celular Q02

es-iguala
crit. :

Q0, ‘crit a niveles de’Cl mayores de C;

. Los valores de C, crit son generalmente menores de 0.01 atm., demasia

o:bajos .para ser determinados con un electrodo de oxigeno convencionali -

Debido a lo anterior se ha desarrollado un nuevo método, donde’ se pue-
‘de 'medir simultineamente el Cl v el potencial redox del medio de cultivo. El
manera es de 0.0002 atm. para la bacteria produc-

1

““valor de C. medido de esta
a . de &dcido L-glutdmico Brevibacterium flavum (Akashi et. al. 1978).

“tor

Parauna. produccidn m@xima de &cido L-glutémico, es necesario satisfa-
=1.0); el

cer los requerimientos respiratorios de las células (QO.)/QO2 crit

‘suplemento de oxigeno debe ser estrictamente controlado para manterner Cl ma-
“yor. gue C, crit. Pricticamente el grado de agitacidn y aereacién en la. fermen

“tacién de 8cido L-glutdmico es controlado para mantener el nivel de:Cy liggﬁg;
{‘mente mayor de 0.001 atm., utilizando electrodos convencionales de oxigeno

(Hiroshe et. .al. 1988).

La falta de an&lisis cuantitativo sobre la transferencia de oxigeno,

haillevado muchas veces a conclusiones errdneas sobre el metabolismo celular.
“ipor ejemplo, se ha supuesto gue las bacterias productoras de icido L-gluté@mi-
vcp; excretan dcido l8ctico en medios ricos ern biotina, perc se ha encontrado
deficiencia de oxigeno y no al

que‘esta ‘excresidn es mads bien debida & ur

excesc de biotina. En un medio rico en Dictina la densidad celular-viene a.. ... 50

n incremento de la demanda de oxigeno presente. Las

‘ser mayor, resultando en u
células no presentan acumulacidn de &dcido ldctico en un medio rico en biotinay

cuando éste tiene un suplemento adecuado de oxigeno; es decir, en un valor

':;Qoz/QO2 crit de 1.0 (Hiroshe et. al. 1968).




1 cticos y succinico cuando es cultivado baJo un suplcmento limitado de o¥1

‘geno. A medida que el suplemento de oxigeno es disminuido, desde la condi

ion de completa saturacidn hasta varios grados de'satisfaccién del requeri

’miento de oxigeno, el producto prxnczpal cambia de ac1do L- glutam\co a ac1do

ucc1n1co y luego a &cido ldctico. Mds de 30 g/1: de- ac1do succ1n1co ;0 45 g/l
.de acxdo ldctico, pueden acumularse en 72 h. ‘en condic1ones optlmas (OPada
: al.r 1961).

.B.IAcidc V&cetoglutérico.

ha damostrudo que en 1z ausenc1a de 1on1=s anonio, pero con suflciente’
suplemento de oxigeno resulta en:- la acunulacxon de ac1do a@‘etoglutar1co en.-

lugar de dcido L-glutdmico. Cuando el agen:e controlador de pH es’ cgnblado

de hH&OH a FaOH, al final de la fasec'de crecimiento, se pueden acumular has—'

18" gll de dcido «mcetoglutarzco a un: rend1n1ento de 0.20 g/g de sustrato.v“
a: 1as 72 . h. de cultivo (Tamako et.al. 1960)

'2;3.3 t—glutamina.

CElL 4cido L-glutamxco es convertldo a L—glutamlna cuando el cultlvo se
desarrolla en presencia de un exceso de cloruro de anunic aun pH ligera-
'mente dcido en presencia de iones zinc. En un, medlc que contlene 407g/1 de

"Lcloruro de amonio 'y 10 mg{l. de sulfato de zinc, las células acumulan mas,

de 40 g/1 de L-glutsmina .2 un rend1m1ento de D. 3 glg. de fuente de carbono.

Una alta concentracién de iones de amonio en condiciofies” ligeramente acxdas,

“resulta en la produccidn de K-acetil-L-glutamina. Los iones de zinc son
efectivos en disminuir 1z excresidn de N-acetil-L-glutamina en favor .de'la

acumulacidn de L-glutamina (Kakanishi et.al. 1975).




Fisiclogia microbiana de la fermentacidn de‘acido glutdmico

‘Permeabilidad de la membrana celular al &cido L—gluiémiéo?en

relacidn a la concentracidén de biotina.

Un compuesto clave para controlar la fermentacidén del &cido L-glutdmi-
co'es la biotina. La acumulacidn de &cido L-glutdmico es maxima cuando la con
;‘centraciﬁn de biotina en las células es de 0.5 mcg/g de células secas; sin eg'
bargo, en presencia de un exceso de biotina, la adicidn de penicilina, la cu
‘cual se sabe inhibe la formacidn del peptidoglicanc de la bacteria en fase.de
crecimiento, permite a las cé&lulas acumular una gran cantidad de &cido L-glu-~
tdmico. Otros antibifticos tales como la cefalosporina-C, la cual también :
inhibe la sintesis de pared celular, puede sustituir & la penicilina. La adi-

cidn de dcidos grasos saturados en C o sus 8steres con polialcoholes

167 C1e
hidrofilicos durante la fase de crecimiento, tambi&n permiten a las células

acumular dcido glutdmico en un medio rico en biotina. El uso de estos antibii
ticos vy &cidos grasos saturados en C16—C18,
dustrial de materias primas ricas en biotina tales como las melazas de cafa.

han permitido la utilizacidn in=*

La acumulacidn de &cido L-glutdmico est¥ gobernada no tanto por su bigb
‘sintesis, sino como por su ewcresidn. La excresifn del &cido L-glutdmico estd
estrechamente relacionada a la permeabilidad de la membrana celular. Las célﬂ

rias productoras de dcido L-glut@mico crecidas en un medio con biotina limita-
"dac crecidas con un exceso de biotina y tratadas ya sea con penicilina o‘
‘tween-60, excretan el &cido L~glutdmico intracelular cuando son lavadas con
regulador de fosfato. Sin embargo, las células crecidas con exceso de bilotina

~sin-el tratamicnto de penicilina o tween-60 no lo hacen. Este fendmenc se ha

observado también para el dcido L-aspirtico. Se han extraido otros aminodci-
dos de las células, aln cuando crecieron en condicicnes ricas en biotina.

Las células excretoras de &cido L-glutimico ante la limitacidén de biotina y
por lo tanto de los reguerimientos de &cido 0l&ico, o con el tratamiento de

los &cidos grasos saturados en C_  -C

16 C1a7 tienen un bajo contenido de fosfolipi

dos en la membrana celular.

Por otro lado las células con poca habilidad para acumular &cido.l-glu
dmico en un medio rico en biotina, tienen una concentracibn de fosfolipidos

‘.’en membrana mucho mas alta.




: Como: se muestra en la f gura: 3 la biotina es un cofactor de 1a acetil™
la prlmer enzima en la biosintesis del dcido oléico; y' los"

ac1dos grasos saturados en C lnhlben la b*osxntesls ael dcido olelco

1618’
*eprlmlendo a la acetil Coa carbo; lasa (Izumi

et. al, 1973, Xamiryo et, al.

©1976) . Concentraciones limitadas de biotina o &acidos grasos saturados en

CIG-C1B causan una biosintesis incompleta de &cido olé&ico, resultando en un
“decremento en la concentracidn de fosfolipidos. Consecuentemente se ha pensa-
.'fdo; que fosfolipidos tales como la cardiclipina y el fosfatidilinositol dima-
“nSsido, estdn involucrados en la regulacidén de la permeabilidad de las células
. al acido L-glutdmico. El efecto de la pernicilina sobre la permeabilidad del v
“‘Acido L-glutdmico, no se explica por el contenido de fosfolipidos en la mem-
. brana celular. La membrana de las c&lulas tratadas con penicilina es sensible
é los cambios de presidén osmdtica. Bajo una presi&n osmética reducida, la pe-
-nicilina promueve la excresidén del &cido L-glutdmico en un medio rico en bio-
“‘tina .y un estudio microscdpico revela gue la penicilina induce al desarrollo

de células elongadas e hinchadas. Por otro lado, los dcidos grasos saturados

en C incrementan esién de &cido L-gluté@mico en un medio rico en

-C
16 18’
biotina independientemente de la presidn osmdtica. A partir de estos hallaz-

g3
‘lgos, es posible considerar gue la penicilina tiene un efecto secundario sobre
la funcién de la membrana. Primero inhibe la sintesis de la pared celular
dejando la membrana celular desprotegide y entonces la membrana celular queda

. expuesta, alter@ndose su permeabilidad y favoreciendo la excresidn del &cido

e L-glutémico.







”»cetaglutarato deshldrogenasa (kD) 1a cual convxerte al

g[ﬁtaréto a succinil-CoA (Shiio y ' Ujigawa, 1980) . La eficiencia.en ¥

fijacidn de didxido de carbono para dar dcido oxaloacético, depende de'.la’

ctividad de PC. El dcido aspirtico ha demostrado tanto -inhibicidn como ¢

represion de ‘la enzima y la inhibicidn es incrementada por el dcido -~ e¢-/

toglutirico. Por lo tanto, el contenidovendégeno de dcidos aspirtico y. -

“w’-cetoglutdrico-debe minimizarse si se.quiere maximizar la producc1on

de- ac1do L-glutdmico. La KD es esencial para completar la oh1dac1on de 1a'

glucosa a didxido de carbono. Esta enzima es fuertemente inhibida por el
.cis-aconitato, la succinil-CoA, el HADH, el NADPH, el piruvato'y el oxalo
acetato; mientras que es estimulada por la acetil-CoA. Las propiedades de” “Fii
la KD de las bacterias pdeuctSras de dcido L-glutdmico, son favorables

.para 14 sintesis preferencial al ‘4cido L-glutdmico a partir de dcido &~

cetoglutirico, evitando o previniendo la oxidacidén posterior del dcido o~

-cetoglutdrico a didxido de carbono y agua via succinil-CoA. Se ha demos-

tradG-que el valor de Km de la KD para el dcido  w«=cetoglutdrico es. de

cerca de 1/70 en relacién al L-glutémico deshidrogenasa, la cual cataliza
zlé formacidén de acido L-glutdmico a partir de ot -cetoglutarato. Por otro
Yado-la Vmax. de.la.L-glutdmico deshidrogenasa, es cerca de 150 veces ma-
~yéf que la de KD. Por consiguiente la concentracién enddgena ﬁara dar éci
{’dbfLFglutémico o una oxidacidn posterior, ha demostrado ser lo suficiente

5 mente alta para sobreproduclr prefercnc1alﬂente dcido L-glutdmico (Shiio'y




exceso de. biotina, cuando el cultivo era sometldo 'é

temperatura de 30 hasta 40°C. La sintesis’ de’ membtana

considerada insuficiente a .37-40°C, permxtlendo,enton‘

en’ blotlna, (Memose y Takagi, 1978).

Otro intento de mejorar el rendlmxento en 1a producc1on 1nvolucrada,

fue controlando la fijacidn de didxido de carbono. El 4cido glutamlco es

: b1051ntet1zado a través del ciclo de glioxalato como un slstema.generador

de oyaloacetato sin fijacidén de didxido de chbono, (fxg. 4a). Ei inér 3
mento en la fijacidn de didxido de carbono puede meJorar la producc1on.j

(fig. 4b).

Varias de las mutantes resistentes al monofluoroacetato derivadas ‘del’ -

Brevibacterium lactofermentum mostraron un incremento en'la productividad

“‘de"acido L-glutédmico paralelamente de in incremento en la actividad de éC‘

(Yamada et.al. 1978). Una de estas mutantes con baja actividad de la“iso-

citrato liasa también acumulé mayores cantidades de 4cido L-glutdmico (To-

saka et.al. 1981l). En esta mutante se incrementd el grado de f139°1°n,§el

didxido. de carbono.

f, Una nutante derlvada del Brevibacterium lactofermentum con bajaiactivi

iru ato'deshldrogenasa, utilizd: acxdo acet1Cc
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orynebacteriu

de. nu:rientes Y adyuvantes, y condiciones de inoculo, que aseguren i

la produccion de ‘dcido glutdmico . en el medlo de fermentac1on pro- . -

'puesc0 a nivel de fermentador de 5 1.




endo ‘un exceso de NAD en medlo alcalino, el glutamato puede S

tatlvamente a °<-cetoglutarato. Se determina el 1ncremento S

‘Esperado Obtenido "1"‘
(meg/ml) (mcg/ml)

40 42.05

80 74.90 .
100 98.55
140 130.52
200 200,75




Utilizando un programa de regresidn 11neal se obtlene‘

e ultﬂdqs' COef1c1ente de regreslon

Pendiente de .la recta

Intercepc1én en Y

“T; de 1a solucion orlginal considerando los respect“ os’ factores de diluc10

29






ancghfﬁaé,ién que Concentracxon de la ’_Gént‘:eﬁt'i-ac“i.on
rgj:_qrt’a. en el en—» : muestra que reporta"" esperada“de -1
sayo:(mcg/ml), 7 el metodo (g/l) “-muestra-{gll)

-16.8
313
4723
664
18673

ermentacién.

,' “1a’ ecuac1on de la curva de calibra-

1984) para el mismo mlcroorganismo

PlEtCE Chemlcal Co. Inc., se col can




. (P;erce Chemzcal Co ) ‘seicierra hermetmamente




e comp051c1on ' Extracto de levadura 1. O g.

Bactq peptona : 24008

Bacto' dextrosa
;NaCI
',Agar-Agar

jAgua destilad337

noculo de: 1os medios enf
e-10ml: del medio sobre
ya desarrollads’; se desprende

sa ‘previamente esterilizada,

bo en matraces: Erlen Meyer.de 250ml. de medio, inoculados segun ‘se in-

dxca ‘en el parrafo anterior. Colocados sobre una plataforma de agxtacxon

rotatoria New Brunswick mod. NB100, con una agitacidn de 200 RPM dentro de

"‘un cuarto de ‘temperatura controlada a 29-30°C:- durante 48 a 60 horas ’Laj







;Fig"."7 Equipo'de fermentacidén utilizado en'la " etapa
s experimental III.




ne’de lés‘ingénios fLmone-
Eé dé 1imdn se le ajusta
ajustado se ufilizéfei'mii'
| 'p19£ $g.l1eva a volumeniﬁonf
% es:erillza en autoc a;121°6 durante 15'minu;o§

El p déspﬁgs',e esterillzar ‘es de 7 5

,4;8 'Hidréiisis‘de ﬁelazas.

na muestra de'melaza

"2 g, para luego aforar'a 100 ml. De est

o agregan 10 ml de HC1 al 50% plv, dEJan

'$A,p/v y ‘se-afora nuevamente 3“100 ml quedando lista

‘la determinacidn de reductores libres
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ermentacidn

Matraz:
.medi




Agitacidn:

“FJS6." Objetivo: Evaluar:los resultados de una férméhta¢i6ﬁa

espontanea (sin adicién’ dé ningtn tipo-de adyuvaﬁtés5y/o,ﬁédi6i para.tener

como, control ‘general.

Cuadro 10. Comppsiciénfdéi medio FJ76;

del indculo.

s Edad dgi inécuio e

“Agitacidn )
pl . “controlconti




Tiemﬁo>déf§dici§n
de penicilina. (hr)

““:¥ol.: indc

DO 'indcule:
Edad>;n6gu19:(h)
Agitacidn:(RPM)

; Adiciones







velocidad - especifica-de crecimiento .como herramient

‘La posibilidad de contar con un modelo que expligque y/o prediga la

‘evolucién de cualquier proceso, siempre ha sido algo deseable pues con ello

ise tienen mids alternativas para manejar como mejor convenga dicho proceso.

‘En; el caso de este trabajo, al haberse logrado establecer una relacidn-entre’

"“la concentracidn celular al momento del indculo; es decir, al t, y la concen-:.

tracién al momento de adicidén de la penicilina que ejerciera un efecto con-

:;tundente sobre la respiracidn y el crecimiento del microorganismo, que a su
vez condujera a la excresién del dcido glutdmico al medio de fermentacidnm,
inicidndose asi su deteccidn, se concedid la importancia que tenia el saber
con anterioridad el momento justo cuando se va a adicionar la penicilina.VCon
dicho antecedente, se estudid la utilizacidn de un programa de computadoré,
gue es capaz de realizar un andlisis de curvas por medio de un algoritmo Ee
andlisis de varianza. Dicho programa tiene la capacidad de deducir a partir:':

“de una serie de datos, la ecuacidn gue mejor describa el perfil de’ la curva;

ya sea ésta, logaritmica, exponencial, potencial o lineal.

Sabiendo de antemano qgue la curva descrita del crecimiento de un micro: "

organismo es de tipo logaritmico o exponencial, se sometieron al anilisis de”

'curvas los datos de crecimiento celular de varias fermentaciones realizadas

con el .sistema de estudio; es decir, con el ATCC 13032 y el medio de fermenta

L_c1on compuesto a base de jugo cocido de limdn v melazas de caha.

Se sometieron los datos de crecimiento celular (g/l) en funcidn del

tiempo al -andlisis de regresidn logaritmica, estudiando posteriormente los es

“timadores de ajuste como son el coeficiente de regresién, la magnitud de resi

: dhéléé"y’él'radio F; resultando la grafica dela figura. 2 cuya ecuacibn es la
'siQuiente:
i v = 0.59 239X
kahdé (¥) es la concentracidn celular en g/l e (Y) es el tiempo en horas. La
forma de la ecuacibn deja al tiempo de adicidn de la penicilina (Y) como una

funcidén de la concentracidn de la biomasa critica (X) susceptible a la accidn

/de 8sta a la dosis dada, con una concentracidn celular inicial X,= 0.59.g/1,

y una velocidad especifica de crecimiento m= 0.399.







paztlr de este resultado, la ecuacidn obtenida;se infrodhjo é*otro
prog ama ‘que tlene la capacidad de proyectar a partir de una- funCLQn dada,

los valores estimados y la gr&fica de la.curva; de este modo, a partir por

ejemplo, de la concentracibn celular al tiempo cero (t,), es poszble obtener,

todo un perfil estimado del crecimiento de una fermentacién en particular. -

xperimentos ‘con’ meldcidas’ + -glucosa.

ylvgénjgnpp de graficas de estas fermentaciones {fig.. 10) ‘se puede

gue existe una gran variacién en los perfiles de evolucidn de los diver-

- ‘sos-parametros registrades de la fermentacidn; no obstante dicha variacidn;

la produccién de dcido clutdmico siempre fué muy baja, no superando en el me-

r'de los casos los 4.4 g/} lo gue-queda bastante alejado de los.resultados

‘esperados seglin los antecedentes (Islas, 1984) consistentes en un titulo de

13.5 g/1 por método de biocensayo. e L







que ellos duran (Fig. 10).

d *35-60 g/l decrecen rapldamente en’ 2 2& horas hasta c351

vﬁn‘SOA, en esta etapa de la~ fermentac1on el pH tlende a acidlficarse,‘;inlﬂj

: durando -esta. tendencia hasta 48 horas, 1a cual se. debe a 1a producc1on

de diversos dcidos carboxllicos, pancipalmente el acldo lactlco que‘“

produc1do en buenas cantldades en’ esta etapa. Cuando los azucares
ductores 1ibres han descendido a nlveles cercanos ‘a los 12 g/l entre

las 36 y 48 horas, los .consumos de ac1dos c1tr1co ¥ lact1co se acel

‘se puede observar un crecimiento contlnuo a 10 larg

:hasta las “96 horas, 1o que puede 1nd1car que 1a hub en cantidad: sufi




No. cbstante lo-anter

croorganismo para consumir







endimientos mola
fermentacione

EPORTADA™ ==
Islas;1984)

$S




reductores llbres y totales para poder determinar las cantxdaces e

de hexosa y ‘carbono, ‘bajo la suposicidén de que .los reductores presente

la melazas tlenen su origen en la glucosa.y fructuosa de la sacarosa conten a

En ‘estos experimentos se tomd en’ consideracibn el’efecto de la biotina
- présénte—en las-melazas .sobre las bacterias proddctoras_de dcido LfglutsmiCo;,
por lo 'que se planted la utilizacién de dos diferentes tipos de adyuvantesvde-
la sécresidn de glutdmico: la penicilina y el tween-60, cuyos efectos serdn

estudiados posteriormente, utilizdndose en esta segunda etapa de experimentos " T
1aperiicilina en una concentracidn de 4 UI/ml de medio, adicionada a las 12

de-iniciada la fermentacidn seglin Nara, t. (1964).






















erah llevadas a cabo las fermentaclones, y- por otra parte, la relacion de
'vo umen del medio en: el’ atraz ya era bastante baja (20/250 ml), pud1 ndo
'1nClUSIVE ser importénté el efecto de la evaporacidn, por lo’ que el: unico
mo‘o de optlmlzar la aerac1on a nivel matraz era usar matraces bafleados‘
in embatgo, se cpto por .seguir con matraces lisos, esperando que 1a a

Jcrada en una etapa posterior que se llevarla a cab

onsumo del acldc citrico es mucho menor en comparacidn de las fermentac1o

es en que ‘se utilizé dextrosa v el JCL, en las que los anElES flnales de:.

c1ttico (entre las 84 y las 108 h) llegaron hasta alrededor de los 3

g/l (vel de consumo promedio = 0.398 g/l.h); mientras: ‘que ‘en’ las llevaf

as a’cabo .con.las melazas y el JCL, los niveles de citrico nunca bajaron 5:

menos de 22 g/1 (vel. de consumo promedio =.0. 22 g/l h)

En -1a fermentacion F-4 (Fig. 12), es la prlmera en la que se obser—‘

un comportamiento 51ngular del perfil de consumo de azucares reduc




dado,mayor que 1a velo

105 azucares.~;

el consumo del acido'

propone que el aporte de

,omorrgsultado del estado metabo—

la:-fermentacibn. (Abe, 1972 y Dills;

rutilizaron las melazas. de “cafi
l

1di 'de?fermentacién, tuviera en este una concentracién dé 4.0 U:T. /ml Es

adic1ono penic111na—G sodlca d11u1da de tal manera que al'adicionarée

efectuo con base en los antecedentes mencionados anteriormente en los

que se: expllca el efecto adyuvante a la excrecidn del 8C1d0 glutarlco po

la alterac1on de :la estructura de la membrana celular.(Nara, 19647y Evel ghy:

1981). En'esta primeras fermentaciones con melazas;.

la adlcion‘deﬂlaﬂpen;ci

iina“tqvb,lugar siempre a las 12 h TTF.

entaclon, se observa una d15m1nuc1on brusc

vcelular (Flgs. 16"y 17). Dicho crecimiento~

_imentacibn.




puede parecer un tanto arbitrarla al ver qu_ los equ1v lentes molares d

arbono no_fueron exactamente los mismos, o que en las fetmentac1ones con

puro Jugo cocido de 1limdn no-se uso la pen1c111na-,sin embargo, se cons‘—‘

'dera que, si bien, la comparac1on ‘no-es’ deflnitlva, si‘es p051ble extraer:

,algunas relaciones 1mportance5, pues por.un 1ado, la d1£erenc1a en equ1va—

‘lentes de carbono en la comp051c10n de los medlos es mlnlma y en todo.c

jso, el pardmetro Y /s toma.en cuenta este factor;

Una observac1on .que puede .confirmar que efectlvamente los:; medi,

JCL+G (F- 0 1, 3 y'8) estaban lmmltados en blotlna es que sus.co c

‘c1ones celulares fueron en promedio menores; mlentras que en 1as fermenta—

c10nes con medios formulados' con melazas, o sea, ricos:en blotlna, (F—h,

5, (% 7) el promedlo“de 1a concentracisn- celular és mas altor 7:6. g/l v

9.9 g/l. 351 también, los rendlmlentos en biomasa son muy dlferentes.
/ (JCL+G)=19 2 vs. ¥ %/s (JCL+M) 43.2 y Y / (M) 120.4 - Lo anterior se es— -

‘quemaciza en 1a figura 18







ler:la parte experimental

a util;zacxén-de 155 melazas de canalorxglno me

Experimental Parte II.

‘Antecedentes y objetivos.

Debldo a la naturaleza misma de las pruebas a nlvel matraz,_en las que

suele existir un dificil control de los parametros de la fermentac1on, sobre

~todo'en lo gue se refiere al pH, agitacidn Y aereacxon, se propuso establecer

el efecto de alguno de los componentes del medio de fermentaCLOn vy detalles

del procedimiento que pudieran ser de mayor significancia sobre los rendlmlen

“tos'y el perfil de evolucién a nivel matraz.

Por lo anterior, se tomaron como factores de interé&s el papel de.la

fuente de nitrdgeno, gue como se indicd anteriormente (sec. 2.2.2) existe’en -

un éptimo en la concentracién requerida, para la méxima produccidn de &cido

glutdmico. Por otra parte, se propuso estudiar el efecto de la utilizacidn

“‘deltween-60, como sustituto de la penicilina comeo agente promotor de la ex-

“creéién de glutdmico, con base en algunos antecedentes (Ohsawa, 1968).
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a ‘pudo ser debido al hecho’ de que el NHAOH ‘fug: adlcionado ante
lizar el medio (E.A.E.), como sucediaren las fermentaciones de 1
rimera parteexperimental (F-0,°1,°3:y:8); lo-que’ pudiera haber ocasionado

ue” el amonio se evaporara o0 que se asociara qu1m1camente, ‘o ambas cosas~

al: que, se hiciera menos dlsponlble para el mlcroorganlsmo, aunque ‘se’ puedei~‘

»'observar tamblen un buen crec1m1ento, el cual puede estar relacionado con
1la presencia del tween-60:
: Por otra parte, aunque en la fermentacidén F-18-en comparaCLOn con la

CUVO adlciones de NHL c/12 h, parece que no hubo una’ dlferenc1

8y 1§57 En F-6 si pasa pero el efecto es. mlnimo y no m

no'hubo crecimiento ni producclon por efecto del sulfato de amonlo y En s e

-16 y F—17 aunque tamblen contenlan melazas los medlos, no_ se observa?
‘efecto tal vez debldo a 1as altas producc1ones de glutamlco que’ sostuvieron
no dando lugar a la acumulac10n momentanea de reductores que se observa en’:

klas demas.ﬂ




Cun respectora'la

a: producc10n observado, sedebe prlnc1palmente 2 que se 1e permitio al micro

'rganlsmo alcanzar nlveles altos de creclmiento,,sumando a esto, la accién
ensoactlva del tween;- que ‘promovig- 12 excrosion del glutamlco 51n embargo,’
este aumento en la produc ion i :< enta necesarlamente un incremento en

;el rendlmlento del m1croorganismo pues comparando las productlvidades espe
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ingticas Je crecimiento denlés”f'ermentacibnes;'e
,1as que se agregd penicilina a diferentes” tiempos. !
El.signo ()= produccidn significativaj el (=)=
‘fpoca o.ninguna produccién de glutdmico. Lo
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‘que ‘en F—ZO aun SLendo ‘una segunda adaptac1on, ‘se presenta una: fase

alrededor de"3 h con“una. fase exponenc1al ‘de* aprox1madamente 9:h v una: ve—

‘1ocldad esPeczflca de crecimiento a las 3 h de 0. 04°h -1 y a: 1as 12°h de

‘H0.02~h 1; mientras que-a las 16h de fermentacién en- fermentador se presenta
G una}veloczdad especifica de crecimiento de 0.016 h ., notandose una clara
”difgréﬁcia en: la concentracién celular alcanzada a las 24_h de fetmenéaciﬁn,

habiendo ‘tenido concentraciones iniciales casi iguales o incluso -ligeramen-

te. menor “en el fermentador, en &ste Gltimo el desarrollo celular: es mayor

que en’el+matraz. (7:05 Vs. 5.85 g/1, respectivamente).

A partir del resultado de esta fermentacidn se concluyd que. el inécgy
a-una- fermentacién debe ser tomado de una segunda adaptagién con una

é467y 12 h, pues es el tiempo que presenta-las méyores veloéidéaes

crecimiento, pretendiendo con esto incrementar la productividad del pro

in ia fermentacidn FJ-6, se obtuvo una productividad muy baja (0.05-
;,) con una produccidn de glutBmico apenas notable; sin embargo, ei in-iu,
.,cremento en biomasa se mantiene en aumento hasta el fin de la fuente de car .
bqno y nltrogeno'al rededor de las 18 h TTF, cuando es observado el 1n1q1o

déruha disminucidn en la demanda respiratoria por el incremento en el por-

céntaje de 0, disuelto, habiendo alcanzado una concentracidn celular mﬁxima - 
.-de14:0.g/1.

2

Un detalle interesante resulta de observar comparatlvamente los con=
; sumos de reductores y citrico: La fuente primaria de carbono son los azuca-“

res reductores, pero al descender la concentracidn de &stos hasta ciertos

Iniveles, se desencadena el inicic dé la utilizacidn del citrico-presente.

En.la fermentacidn FJ-2, se obtuvo una produccidn de glutémico acep—.
table (8.1 g/l a las 24 h TTF); sin embargo, se presentaron serios proble—

‘mas por la aparicién de espuma causada por el tween en una alta concentra-

'ci6n1(10 0.g/1). Rungue en esta fermentacidn no se determinaron los niveles“

]reSLGUales de amonio, parece probable, con base en los resultados . de; otras

fermentaciones como la FJ-5, que el amonio haya 51do el factor 11m1tant
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microorganismo.con

ductiv1dad de glutamlco «(F

garo no. creciendo -y respirando,,respues de la adicion de'penicilina parece
depender dlrectamente del tiempo de’ la’ adicion de esta,ﬁ stablec1endose otr :
'firelacion' Si:la’ pen1c111na es adicionada antes de: las 12 hrs. de fermenta-;,';
‘:tcion o con conce‘trac1ones ‘celulares no mayores de 7. 5 g/l (ver tabla compa-f:

rativa), entonce se veriflcara un efecto positivo de 1a penicilina 1nh1b1‘n

e la fermentac1on- la veloc1dad de consumo d




teula productiv1dad glo

cion in1c1al del inoculo.
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pudieron: observa







lK, Mg y Mn, en las concentraciones utlllzadas, resulto ser el mejor medlo

"para obtener las mis altas producc10nes p051bles,'eva01do glutamlco, dentr

“"de las condiciones dadas.

Por otra parte, se considera.que seri‘

,portante estudlar de modo'

'mas profundo el perfil de azlicares reductores en las’ fermentac;ones en cu—

yos:medios se utilicen melazas, con el fln: e poder explicar los aparentes;l

aumentos de - la concentrac;on de reductores que-se presentaron en var;as de

_ilas fermentacxones alrededor de las 48 horas de fermentac;on.

En la etapa II se extrajeron como principales conclusiones, la:propo:

siéién de un medio de fermentacidny procedimiento suceptible ‘de Ilevarseia

cabo en un fermentador, remarcando la importancia de utilizar el hldrox;do

"de amonio con mis presicidn, de modo que satisfaga convenientemente los re— *_'

“gquerimientos del microorganismo.

K'esterlllza el medio sin aqustar el pH del Jugo cocxdo d‘

rlglnalmente muy dcido (1.5 a 2.5).

&sta no parece estar asociada a alg@n factor en par

pudo encontrar ninguna relacién de este tipo.

la fermentacidn, pues su concentracidn es Crm‘,lcatpar




n; e mlsm apartado referente .al uso de adyuvantes para estlmular

Tla pxoducc;on de ‘dacido glutémico, “la utilizacidn de pen;clllna demostro ser

’r pr motor de la excresién de glutdmico; sin embargo, esta adicién debe

‘,cumpllr con ciertas condiciones, tal que la penicilina pueda ejercer efect1~‘

amente. su accién. Estas condiciones son el mantener en observacidn estricta

a‘relacion entre el tiempo transcurrido de fermentacidén y el momento de adi.:-

cidén de la penicilina o la concentracidn celular al momento de esta adicién.
<~Esto Gltimo dié lugar a recordar el concepto farmacol8gico de dosis efectiva
: (b.E;), que para las condiciones estudiadas, se establecid manteniendo fija ~
la concentracidn de antibidtico dejando cambiar la concentracidn de microor-
ganismos en funcién del tiempo. En otras palabras, la dosis efectiva en los

experimentos fué de 4 UI para una concentracidn celular de 7 a 8 g/l en peso

' seco, y para determinar el momento de la adicién es de gran utilidad conocer .

la velocidad especifica de crecimiento gque presenta el microorganismo en el

sistema de trabajo, pues con dicho pardmetro es posible conocer con exactl—‘

““tud el momento en que el sistema alcanzard la concnetracidn celular 1ndlcada,‘

".conociendo solamente la concnetracién del indculo y los voliimenes de traba

“ijoly/o’la.concentracifn, celular al tiempo cero (tg).

Como se indicd anteriormente, la velocidad especifica de:crecimiento

encontrada para el sistema particular de estudio fud:

A =0.399 n!

que sustlyuyéndose en’ 1a ecuaC10n de crec1m1ento, yfd jand L

ién’ de la penlclllna qued




ado del 10% “del volumen flnal

-"Controles ‘en - proceso

[ Cuantificar cada tres horas el crecimiento microbiano desde el momen

to’de la inoculacién, hasta las primeras 12 h para determinar el momento
'adecuado de la adlc;on de penicilina: X t =:7.5.g/1. " o segin la posibi—

'”'.lldad de utlllzar una. computadora capaz ‘de generar las grdficas a partir de

'una funcidn dada en este caso, la ecuac;on:' opuesta en el presente trabajo.



eacifn: 1 VVM s i
Téﬁpératura: 29°C
90

‘Volumen inicial del medio:’
Volumen del indculo: 10%

Duracidn de la fermentac on:

602 96

Finalmente, cabe decir que la gran similitud de un proceso biotecno-
~16giqo a otro entre los gue se prbducen compuestos tan variadeos como lo son:”

~los aminoicidos, antibidticos, vitaminas, enzimas'y/o proteina unicelular y::-

ottoé, permite tomar muchos procesos como buenos ejemplos de las problemdti:
..cas que ‘se presentan en la biotecnologia para tomarlos como sistemas'de'es-

tudlo para la formacidn de prefesionales especializados en estas &reas; de

: este moac, la fermentacidn para la produccidn de &cido glutdmico, se cons

dero como un ejemplo adecuado para desarrollar y poner en practica Ioé“clfe

rentes conocimientos adguiridos durante estos estudios.

El proceso de fermentacidn para la produccién de &cido glutdmico,. ha:

sido desde su descubrimiento objeto de muy variados estudios que hanvinclui:

‘do casi todos los aspectos concernientes a la biotecnologia como son el-de
sarrollo de procesos fermentativos y de equipos de fermentacién, desarrollo’

‘de ‘sistemas de control dirigidos por computadora, desarrollo .de proce




Y. purlflcaclon, desarrollo de cepas hlperproductoras por meto os

1o de bloreactores de enzimas o celulas 1nmovlllzadas, ademas de 1os estu

leS colaterales de la bioquimica de los mlcroorganlsmos productores, que

E uyo conocimiento es fundamental para el mane:o y control de los proce

en: que ellos se. involucran. Todos estos’esfuerzos han conducido a un’ proce

50 ampllamente desarrollado de una gran importancia EConom;ca, tecnlca y

1 ntlflca en la actualidad.

Se sabe bien que los rendimientos de produccidn comexcxal de’ la

mentacxones de dcido glutdmico (aproximadamente 35-40 g/l. Tanaka, 1960),

stan ‘muy . por arriba de los rendimientos alcanzados por las fermentac;ones:

,de este ‘trabajo; sin embargo, debe tenerse presente que el objetzvo prznci-

pal no fué el de buscar incrementar dichos rendimientos, pues de haber . sido. 7_'5:1

asi,.se hubiera comenzado por tratar de reproducir dichos procesos utilizan-

do-los medios industriales convencionales y las cepas hiperproductoras de
fﬁ@y poéa estabilidad y que son manejadas de modo confidencial por las ppin—'

ipales compafiias productoras de &ste aminodcido. S et

La importancia de llevar a cabo alin m&s estudios sobre un proceso tan

conocido, como lo es la fermentacidn para la produccidn de &cido glutdmico,

7= consistid bAsicamente en la asociacifn de este proceso de fermentacidn con

‘otro completamente diferente, pero gue involucraba una problemética especial.

Ese otro proceso, es la industrializacidn del limén mexicano (Citrus auran-
B tifolia-Swingle) que reguiere en la actualidad de la bisqueda de una solu-
gién a los problemas originados por la necesidad de procesar o utilizar de
alguna manera, las muy grandes cantidades de tipo orgdnico, como lo és el;

jugo .cocido de limdn. e R

Este trabajo ha cumplido con el principal objetivo de estudiar- 1a

fermentaczon para la produccién de dcido glutdmico, utilizando el jugo coci

do de 1imdn como principal componente del medio de fermentacidn y la cepa

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, con la intencidn de demostrar la

i existencia de vias alternativas de aprobechamiento para este "residuo"; el

éﬁal, ante las perspectivas de los resultados presentados y otros anteceden
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