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La industrialización del limón mexicano {Citrus aurantifolia-Swingle) 

la producción de un residuo con serios problemas para su -elimina

residuo es el jugo cocido de limón {JCL) , con una producción anual 

de alrededor de 80 millones de litros. Sin embargo, su composición-quíffiica 

rica en ácido cítrico (45 g/l) y algunos oligoelementos, sugirió la posibili

dad de utilizarlo como medio de fermentación para la producción de amino

ácidos, antibióticos y/o proteína unicelular. 

se presentan los resultados obtenidos al utilizar JCL como principal 

·componente en el medio de fermentación, empleando un Corynebacterium glutami

cum como microorganismo productor de ácido glutárnico, siendo este aminoácido 

··uno de los principales ¡:otenciadores de sabor más utilizados en la industria 

de alimentos. 

Los resultados muestran la capacidad del microorganismo para utilizar 

cít.rico del medio (32 g/l.h) así como un aumento en la producción de glu•-· 

támico de 2 a 12 g/l al utilizar JCL combinado con melazas de caña, en com

paración con los medios compuestos principalmente a base de melazas. Por otra 

parte, también se describen otras relaciones observadas entre la adición de 

adyuvantes de la producción de glutámico corno lo es la penicilina en concen

traciones mínimas, con el efecto que €sta tiene sobre el crecimiento y deman~ 

da de oxígeno del microorganismo y su producción de ácido glutámico, como una 

función de la relación dosis:biornasa:fase de crecimiento. El conocimiento de 

dichas relaciones en un sistema de fermentación dado, permit~n la predicciót;,,

y control del com¡:ortamiento microbiano en relación a la evolución al. prOce.so 

de fermentación. 

Estos resultados pueden representar una posibilidad de mejora· 

- ~~todos de producción industrial de este aminoácido, plani:.ea_n_do c:i.tr_"~":~~!~~-. 
tiva para la utilización y aprovechamiento de este residuo agroindustri.1ú .~<-



ANTECEDENTES_-

de desechos _de :1a 

·limón mexicano. 

En la actualidad las agroindustrias desempeñan un papel fundamental 

economía de un país, y su desarrollo ha comenzado a ocasionar la pre

la producción de una gran can

desperdicios, los cuales muchas veces no lo 

bien, son recursos mal empleados. Sin embargo, un análisis más 

de su naturaleza revela que muchos, mediante alguna transforma

categoría de materias-primas con Un va-

_,'· . .· .. -, 

No es fácil mencionar el gran número de empresas: o il1dustr1as que'pr~";. 

productos agrícolas y que ya enfrentan serios problemas .Para':el'imiriaí; 

desechos. Un ejemplo de ésto son las industrias enlatadora·s. de·: ca:ii-ser_-

azucaradas, en las que el producto en SÍ mismo es en real:Í:dad.~Ólo'.-U~ .. ;:_. 

de fruta o producto agrícola compleEci~ hahi-eriaO ,~i~i!d-riC~S ·~;~~'.-.:o - ·- --.-=··- -

_uri gran desperdicio de jugos, cáscaras y semillas. 

La problemática que presentan algunos subproductos o_ desecho_s agroin~=~;:,_ 

dustriales, ha originado el desarrollo de diversos proyectos de investiga.:,

ción que han tenido como común objetivo, aprovechar estos desechos _erÍ·. un:, 

sentido técnico-económ~co encauSándolos a un mejor 

'la éontaminación ambiental, entre otras cosas. 

Un análisis de la naturaleza de muchos desechos en general, ha revela 

posibilidad de utilizarlos de diversas maneras para la obtención de 

materiales de construcción, combustibles o recur

----------'•sc>s· energéticos: y no sólo como susutratos -de- la- acción-microbiana~'ari!bierita1·~-~-



Mexicana existen 52 plantas industrializadoras_del li 

aurantifolia-Swingle), localizadas alrededor de las 

productoras de este fruto {cuadro 1) ,el cual ha 

ser materia prima para la obtención dr; una gran variedad de deriv~ 

comercial, entre los que se encuentrar. el aceite esen

jugo simple o natural, el jugo concentrado, jugo en polvo, 

de sodio, entre los principales (figura 

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

residuo más importante de la industrialización del limón. En este pro

el limón después de haber sido seleccionado como "limón para industria 

exprimido para separar el jugo del aceite y de la cás 

otros sólidos. La mezcla de jugo y aceite es destilada separando 

esencial quedando como residuo el llamado "jugo cocido de limón" 

Al producir 3,500 tambos de aceite esencial (180 kg/tambo) que se 

dujeron en 1980, se originaron aproximadamente 78'750,000 de litros de 

Este volumen da idea de su importancia y de la magnitud del problema de 

desecho. El proceso industrial para la obtención de aceite esencial,ha cobra 

mayor importancia en los últimos años, debido al incremento del volu- __ 

men de exportaciones realizadas Utndrade, 1974). 

Dicha cantid~d d8 residuos origina serios problemas para su elimina

ción, ya que si se desaloja al drenaje causa un incremento en la demanda 

bioquí~ica de oxígeno, debido a la g~an cantidad de materia orgánica que 

contiene. Por otro lado, si se desaloja a la tierra ·provoca la destrucción 

y la inutilización del suelo debido a su acidez (García-Hernán

Sin embargo, el análisis de los constituyentes del jugo cocido 

de limón {cuadro 2} h.::. sugerido la rosibilidad de utilizarlo como medio de 

cultivo, media:itc ciertos co:nplementos para que puedan ser aprovechados por 

microorganismos. Entre estos compuestos se deben mencionar el ácido citrico 

y los azúcares 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 producción de metabolitos o 

productos de in~erés tales corno aminoácidos, vitaminas, antibióticos, polí

meros, alcoholes, otros productos químicos y/o proteína unicelular. (Santana

Castillo, 1985). 
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nen tes 

deberá· ser posible usarlo como medio de 

Se propuso como posible objetivo _de 

de ácido L-glutámico. No obstante 

usado ampliamente en la industria 

el cual, es un ingrediente básico de 

y vegetales (Meyer, 1960 e Islas, 1984)-. 

Las bacterias productoras de este.aminoácido· tienen como particulari-:: 

'la habilidad de acumular ácido L- glutámico a partir de glucosa· (Fig. 2) . 

A. través de reacciones sucesivas llegan a producir ácido pirúvico, que post.=_ 

es convertido a ácido cítrico; y luego a ácido o<.-cetoglutárico, 

ciclo de Krebs pasaría a ser convertido a ácido succ)nico. Pero la 

.. o<.-cetoglutarato-deshidroge;oasa de estas bacterias se encuentra en bajos ni 

veles, lo que promovería la conversión del ácido cx..-cetoglutárico en ácido 

sin embargo, por un elevado nivel de la enzima glutamato-deshidr~ 

_genasa, se favorece la conversión de ácido ..:.-cetoglutárico en ácido L-glut!_ 

(Eveleigh, 1981). 

Estudios preliminares (Islas, 1984) demostraron que el ácido cítrico 

'contenido en el jugo cocido de limón, podría ser utilizado como fuente de 

el desarrollo de bacterias productoras de ácido glutámico. 

Por---10--anterior ,-- se _real1z6, una··]Jreve revisión del panor.arna económico 

en.México y en el mundo de 

también es conocido) . 

1. 2. 





---- -- -

' 370, 000 toneladas e~: i:J~ el mundo.• ¿ producido 

Indonesia,' FÚipfnas ,· 1iranci.a ;•,, • • 

Estados Unidos y mÜy recientemente t=~bf~n et1 > )' ,;, 

Japónes el mayor ~tociJctor con ias compañí~s 
Kyowa.::HakkoCo.>y ~~k~aa-YakuhÍn Co. mariJ- ;¿ 
toneliidas anuales 'erit~e ellas (Evel~igli,T -'i 

<:'.d~.> 
:;,~' ~ .,, 
• 'l.'.,, -::.:¡:; 

caña o el aliiiidón ~e tapioca se han empleado, excÍUsi.;;;;::.:-

del ~cido glu~ámicb. El costo promedio es d~ ~Aei 
ton-elada para el _almidón de tapice.a'. iJ. 

gJ.ucamJ.c,,o, c;Jmúnmente e~ de aproximadamente $2.00 USD./Kg. 

es utilizado 

como materia prima para la síntesis de varios pro_;-

qÚímicos. El n-acetil-glutamato se encuentra en el mercado c-omó-\m·;_-

t~nsoactivo biodegradable de baja acción irritante sobre la piel, lo que 

-hace apreciable como un aditivo en cosm&ticos, jabones y shampoos. El 

es otro derivado del ácido glutámico_ y e,s 

utilizado como factor humectante en cosméticos. Las amidas del acil-gluta

son utilizadas como agentes gelatinizantes de donde se obtienen una 

gran variedad de hidrocarburos y aceites vegetales de tipo gelatinoso 

ne. aplicaciones como dispersan te de aceite con propósitos de combatir.' la_-,--

contaminación del mar. -

En México, el ácidó glutlimico también es un producto de '.im~():-taTl~-i~·-:,·; 5 

·econ6mfca dados.los_v9_h~uamn~_-~_;ise1_~_-ds_'oclea;-f-~e--•~_ªc-•st•;"-_·a¿_di_.ma,.!>s;ore•-•n~_-__ c1._~0:os _____ ._·~.•-,-·u:s1=-t; r1··meg0,_is:~{€fd?f:c~~adr~ 3-j;.) 
no obstante que estas_ añ•¿;s•;¡;or-=aiv"e'rsa~ -""'• __ 

razones. ·1-'"' ~-:.:· -,, ;;:. '····:.:;?~/ - .,.·):c-o.-:~~:.''.--;..,_J;•· _ _..-----:;.:;··- ~_.,_ f_·;:{ <'""·--' .\::-- .. · :·.»-'" 

--De_ ._1976_ a···-·-~981 e:~; JL~:: de_ ~-i-~ --i~~oi-~~d;(bn;~~ v~~ía'~'.:en:·áu~;:j? 1·;: __ 
,,',/· "':::·; . .-""""'' .e:,; 0-~;::, 

liando .a aléani~~ los.'9 mÜlories de d61ares ii1 •' áño; ~pér;i ~'pa'rtir;¿de;: 982; se ' 

_y-- --. observa ,un colapso' causildo b~~i~im¡rit~{~br 'ik' cri¿'i.s econ6mica' .~\.ie !fa ·~\ii ri~. 
:-:~ :)Y<· .. ) .. _.,.-~·= .. :> ,-._..,,_º_ ·.,. :· .;,-."·.-.- '/··:·, ._.-_::_.,._--·:·_;._.,-_: _-.¡.··._;;:;:; __ ··.>.~·: ... '~~~:, .. ::·:· ·,.-.. :- . 

- ,,, _ ':do México"'desde ése añoi (•' '\'. - •<•· ----- --¿;-c ·-;;;,; -e:·• 

·:.Y '<PJ'{~f~k\~~arik, ~lrededor a~· 1~85 ;~e átr~f\~~'.~ª;•¡,rCi:cÍ~cC:~i~h'jde,Xglhta~~. 
-•.·---·-,~~-:C:f ".--itÓ{~óií~~ódÍco.enMé1Úco-_'~or- la -~~mpr __ e~a _Ferméx's.[i/ciéc:v 0'7_cotl>tecriol_cigl'.á. já..: __ 

·:·, ::- pari~sa':~ lo que. contr:Í.buyó a la red~~~i6;; 'd~ :[¿1: impeirtai:'fO'i\es :•;;,-ij.:; ,y • -·-

··:~~'"·-.~~~=·-~.;i),.o - ,;,, .' :!/ .. \ ·}:::, ·. );~·-, ,i,,-

:-CcC:-: - -¡--·.-e,¿~-!; ,·,-: '..'._·~:· 
.--_,~:~7, 





. \ . . . 

dado el grado de.ava_nce ·de este;-proyecto 

planteó como_ una nue_va posibilidad el aprovechamiento 

sobre la utilización del jugo cocido de li;.c 

de mejora en el proce~o 

que ya tiene en operación Fermex 

capacidad de producción tiene que ser aumentada, 

real que se deduce de los datos del cuadro 3, aún no ha 

un sasonador en 

del ácido L-glutámico (Ikeda 1908). Este descubrí:.. 

condujo al desarrollo de su producción industrial como glutamato 

monosódico. En aquellos días el ácido L-glutámico era producido a partir 

de la hidrólisis ácida del gluten de trigo o de proteína de soya. Por 

otro lado y durante alrededor de SO años, se aislaron microorganismos 

productores de ácido L-glutámico (Kinoshita 1957) y de la investigación 

subsecuente se ha llegado al desarrollo de procesos 

micos para su producción comercial. 

El desarrollo e investigación de la fermentación del ácido L-glutám2: 

cambió métodos de producción· comercial- de g lu tamato · monoi;Ódic:o- desc!e 

el proceso de hidrólisis de proteína hasta el proceso de producción.mi

crobiana. El proceso de hidrólisis de proteína era más costoso usando ma 

terias primas como el gluten de trigo o la proteína de soya, resultando 

una gran cantidad de subproductos tales como almidón o mezclas de'amino

ácfdos. Por otro lado la fermentación ae ácido glutámico, no r'inde·-nin

gún subproducto en particular, habiendo 

el método de hidrólisis de proteína. 



t~cnologíai comienzan- a ser ucili~adas 

de la fermentación de ácido glutámico. La_re-

y las técnicas de fusión celular pueden ser Útiles p~-

conitrucción gen¿tica de microorganismos con mayores rendimientos 

·Jyr·o-Oucción o carl· la capacidad de aprovechar o asimilar materins pri-.:.. 

tales como compuestos m~nocarbonados y mat.criales celu

se están investigando biorrcactorcs con microorganismos 

de ácido glutámico inmovilizados 

• · (Eveleigh, ·1981). 

el cuadro ( 4) se muestran algunas de las cepas silvestres -que se' 

y reconocido corno bacterias productoras de ácido glutárnico 

(Yamada et, al 1972). La mayoría de estas bacterias productoras de ácido· 

L-glutiirnico son Gram positivas, no formadoras de esporas, no móviles 

requieren biotina para crecer. 

Los microorganismos capaces de producir ácido glutámico en 

c~ntidades están dividi<los en dos grupos: el primero de ellos, 

---~-b1HotcrTas -fórmadoras de esporas del género fü1cilu~. (Kwei-Chao·; cl959-h 

El segundo lo forman bacterias de cuatro géneros que no esporulan: 

Corynebacterium, Drevibacterium, Microbacterium y Arthrobacter. 

De los grupos mencionados, el más importante desde el punto ·_de 

vls~a industrial, es el segundo. Estos microorgnnicmos son cn~accs 

de producir entre 30 y 50 g. de áci<lo L-glucámico a partir 

de glucosa por litro de medio. (Kinoslaita, S. 1972). 



glutamicum, culilium, 
Callunae, C. herculis. 

B. divaricatum, B. amino
genes, B. flavum, B. lacto
fermentum, B.saccarolvti
~' B. roseum, D.immarío 
philum, B.alanicum, B.am
moniagenes, B.thiogcnita-
~ 

H.salicinovolum, M.ar.u-:10-
niaphilum, M.flavum_ var. 

~ g,lutamicum. 

A.globiformis, A.amino
faciens. 
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Las ba~terias productoras de ácido L-glutámico pueden utiliiar com~ 

el crecimiento celular ·y la biosíntesis del ácido L-glu-

fuentes tales como la glucosa, fructuosa; sacarosa, mal"

-ribosa y xilosa, En la producción industrial oe emplea general

como fuente de carbono, melazas e hidrolizados de álmidón. 

Con- el fin de obtener altos rendimientos de ácido L-glutámico, ln con

de biotina debe ser controlada cstrictarnenLe n niveles por de-_ 

d.c-1 Óptimo para el máximo crecimiento. De ésto es que algunas mate..;;--- .. 

·pr~mas ricas en biotina, no habían podido ser utilizadas para este 

'pró~eso hasta el descubrimiento del efecto antag6nico a la biotina que te

sa turados en C15-C1s· Las mutan

-- tes aux6trof as de ácido o léico, acumulan ácido L-g lu támico en med iós ricos 

cuando la concantración de ácido oléico es controlada ··a un 

del 6ptimo para el máximo crecimiento. (Kansaki, 1969). 

,2.2 Fuente de nitr6geno y_control de pH. 

a que la molécula de ácido L-glutámico cóntiene 9.Si. d:e. ~ii:-t6-
la fermentación requiere de un gran supleme-nto de nitróge

nó. Las sales asimilables de amonio son el cloruro y el s~lfato de amóriio. 

---'~Las~liacte-r-ias- productoras de ácido glutámico -también ttenen-una gran''acci-

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

nitr6geno. El ion amonio es nocivo tanto para el crecimiento celular como 

para la formaci6n del producto y su concentraci6n en el medio debe ser ma.:: 

tenida a un bajo nivel. El pH del medio de cultivo tiende a acidificarse 

al _tiempo que los iones amonio van siendo asimilados y el 

El amoniaco gaseoso 



para mantener el pH entre 7. O - B. O el cual es el óptimo para la 

de ácido L-glutámico. Sirve tanto como agente controlador de·ptt, 

así como de fuente de nitrógeno resolviendo muchos problemas de orden técni

co. La adición automática de amoniaco gaseoso, hace p::JSible un control prec.!_ 

so del pH evitando efectos tóxicos del amonio y la dilución indeseable del 

líquido de fermentación. {Kinoshita, 1972) . 

2.2.3 Factores de Crecimiento. 

Las bacterias productoras de ácido L-glutámico requieren biotina para 

crecimier.to y su concentración debe ser controlada ~strict:amente, para o~ 
un rendimiento máximo del producto. El efecto de la.biotina sobre la 

fermentación del ácido L-glutámico ha sido investigado intensivamente en :re-

lación a la permeabilidad del ácido L-glutámico sobre ·1a- membrana celular,_ __ _ 

el 'cual será descrito más adelante. 

2.2.4 Suplemento de Oxígeno. 

La biosíntesis del ácido L-glutámico es un proceso aeróbico que re

quiere oxígeno duran~e la fermentación. Para una máxima producción, es esen

cial el control del oxígeno disuelto a su nivel óptimo. Las células respira~ 

do activamente, consu~irán todo el oxígeno en un caldo saturado (7ppm) en ~ 

ces segundos, por lo que se debe suplementar oxíg~no contínuamente para man

tener su concentración Óptiwa. Para conseguir una aereación efectiva se de

ben considerar factores fisiológicos y de ingE:r.icrí~ ~ La ecuación ( 1) es una 

expresión sencilla que describe la transferencia de oxígeno durante -la fer"."-·-

ment.ación: 

Qo2 crit 
Donde: 

Q02 es la velocidad de respiración celular (mol 

es el coeficiente de transferencia volumétrica de 

es la concentración de o:-:ígeno 

-1 
"equilibrio con la fase gaseosa (mol o

2 
· ml ) . 

(.1) 



·ae respiración crítica 

es el nivel crítico de oxígeno disuelto para 

celular. La velocidad de respiración celular Q0
2 

es iguaLa

Qo2 crit a niveles de e
1 

mayores de e
1 

crit. 

Los valores de c 1 crit son generalmente menores de 0.01 atm., demasi~ 

ser determinados con un electrodo de oxígeno convencional. 

Debido a lo anterior se ha desarrollado un n~evo método, donde se pue

riiedír simultáneamente el c
1 

,. el potencial redo:-: del medio de cultivo. El 

c 1 medido de esta manera es de 0.0002 aun. para la bacteria produc

tora de ácido L-glutámico Brevibac':e!.·ium flavurn (.!J<ashi et. al. 1978). 

Para una producción rnáxi~a de ácido L-glut..ámico, es necesario satisfa

los requerimientos respiratorios de las células (Q0
2

/Q0
2 

crit = 1.0); el 

supl_ernento de oxígeno debe ser estrictamente controlado para manterner c
1 

ma-

yor .que c 1 crit. Prácticamente el grado de agit..ación y aereación en la fermen 

· tación de ácido L-glutámico es controlado para mantener el nivel de c
1 

lig~_r~_ 

mente mayor de 0.001 at..m., utilizando electrodos convencionales de oxígen6 

(Hiroshe et. al. 19&6) • 

La falta de análisis cuantitativo sobre la transferencia de oxígeno, 

ha-llevado muchas veces a conclusiones erróneas sobre el metabolismo celular. 

Por ejemplo, se ha supuesto que las bacterias productoras de ácido L-glutárni

co, excretan ácido láctico en medios ricos er, biotina, pero se ha encontrado 

-----=--que esta_ exc:.-esión es más bien cie:bir.ia a. :..:::,:¡ ce.:iciencia a~ oxígeno y no al 

exceso de biotina. Er. un medio rico e:-. t.:c:.ina la densidad celular viene a 

ser mayor, resul tanda en un incremento de la demanda de o>:Ígeno presente. Las 

células no presentan acumulación de ácido láct..ico en un medio rico en biotina, 

cuando éste ti e:¡ e t.::! suplemento adecuado de oxígeno; es decir, en un valor 

Q0
2

/Qo
2 

crit de 1 .O (Hiroshe et. al. 1968). 



productor 
.- .·. ' 

lácticos -y succínico cuando es cultivado bajo un suplemento .limitado 

geno; A-m~dida que el suplemento de oxígend es disminuído ~esde la condi-

. éión de completa saturación hasta varios grados de- satisfacción del requer~ 

oxígeno, el producto principal cambia de ácido L-glutámico a_ ácido 

succínico y luego a ácido láctico. Más de 30 g/l de ácido succínico o 45 g/l 

de ácido láctico, pueden acumularse en 72 h. en condiciones Óptimas (Okada· 

__ -et. al. 1961). 

"2.3.2-Acido !X-cetoglutárico. 

S~,ha demostrado que en la ausencia da iones~am9~io, pero con ·suficiente 

/ suplemento de oxígeno resulta en la acumulad-Ón de iici~o ~-::etoglutár'ico-en 
lugar de ácido L-glutámico. Cuando el agente controlad~r de pH es· cambiado 

de NH40H a NaOH, al final de la fase de crecimiento, se pueden acumular has

ta 18 .g/l de ácido ~-cetoglutárico a un rendimiento de 0.20 g/g de sustrato 

a las 72 h. de cultivo (Tamako et.al. 1960). 

2.3.3 L-glutamina. 

·El ácido L-glutámico es convertido .a L-glutamina cuando el cultivo se 

desarrolla en presencia de un exceso de cloruro de amonio a un pll ligera

mente ¡cido en presencia de iones zinc. En un.medio que contiene 40 g/l de 

cloruro de amonio y 10 mg/1. de sulfato de zinc, las células acumulan más 

de 40 g/l de L-glutamina a un rendi_mienlo de 0.3 g/g. de fuente de carbono. 

Una alta concentración de iones de amonio en condiciones ligeramente ácidas, 

resulta en la producción de 1:-ac~til-L-glutamina. Los iones de zinc son 

efectivos en disminuír la excrasi~n de N-acetil-L-glutamina en favo~ de la 

acumulación de L-glutamina (~akanishi et.al. 1975). 



microbiana de la fe-rmentaCión de áci-~o glu~á~i;6; -

-2.4.1 Permeabilidad de la membrana celular al ácido L-glutámico en 

relación a la concentración de biotina. 

Un compuesto clave para controlar la fermentación del ácido L-glutámi

co es la biotina. La acumulación de ácido L-glutámico es máxima cuando la con 

centración de biotina en las células es de 0.5 mcg/g de células secas; sin ern 

bargo, en presencia de un exceso de biotina, la adición de penicilina, la cu 

cual se sabe inhibe la formación del peptidoglicano de la bacteria en fase de 

crecimie:-ito, permite a las células acumular una gran cantidad de ácido L-glu

támíco. Otros antibió~icos tales co~o la cefaiosporina-C, la cual también 

inhibe la síntesis de pared celular, puede sustituir a la penicilina. La adi

ción de ácidos grasos saturados en c
1
ó-c

18 
o sus ésteres con polialcoholes 

hidrofílicos durante la fase de crecimiento, también permiten a las células 

acumular ácido glutámico en un medio rico en biotina. El uso de estos an~ibió 

ticos y ácidos grasos saturados en c 16-c
18

, han permitido la utilización in

dustrial de materias primas ricás en biotina tales corno las melazas de caña. 

La acumulació~ de ácido L-glutámico está gobernada no tanto por su bio 

síntesis, sino corno por su excresión. La excresión del ácido L-glutá~ico está 

estrechfu'Uente relacionada a la permeabilidad de la membrana celular .. Las célu 

las productoras de ácido L-glutárnic0 crecidas er. un medio con biotina limita

da o crecidas con un exceso de biotina y tratadas ya sea con penicilina o 

tween;.60, excretan el ácido L-glutámico intracelular cuando son lavadas con 

regulador de fosfato. Sin emba1~go, las células crecidas con e:·:ceso de biotina 

--'s~n el trat:amie:r.t.o de per.icilina o tween-60 no lo hacen. Este fenómeno se ha 

observado tar..bién para el ácido I..-aspárt.ico. Se h¿ii·1 e:-:-:.!:"aldo otros a..'llinoáci

dos de las célula~:, a':l;. cuando cree ieron en conC.ic io::.es ricas er:.. biotina. 

Las células excr8toras de ácido L-glutámico ante la limitación de biotina y 

por lo tanto de los requerimientos de ácido oJéíco, o con el tratamiento de 

los ácidos grasos suturados en c 16-c 18 , tienen un bajo cont:.eniOo de fosfolípl 

dos en la membrana celular. 

Por otro lado las células con poca habilidaá para acumular ácido L-gl~ 

tárnico en un medio rico en biotina, tienen una concentración de fosfolípidos 

en membrana mucho más alta. 

1$. 



cofactor de la acetil 

la primer enzima en la biosíntesis del ácido oléico¡ y los 

saturados en c
16

-c
18

, inhiben la biosíntesis del ácido oléico 

la acetil Coh carbo:.:ilasa {Izu~i et. al. 1973, Kamiryo et. al. 

1976). Concentraciones limitadas de biotina o ácidos grasos saturados en 

c
16

-c
18 

causan una biosíntesis incompleta de ácido oléico, resultando en un 

decremento en la concentración de fosfolípidos. Consecuentemente se ha pensa

do, que fosfolípidos tales como la cardiolipina y el fosfatidilinositol dima

nósido, están involucrados en la regulación de la permeabilidad de las células 

·al ácido L-glut.ámico. El efecto de la pe!"".icilina sobre la permeabilidad del 

ácido L-glut~~ico, no se explica po~ el con~enido de fosfolípidos en la mem

brana celular. La r.iembrana de las cél"C.las tra~adas cor: penicilina es sensible 

a los ca111.bios de presión osmót.ica. Bajo una presión osmótica reducida, la pe

nicilina promueve la excresión del ácido L-glutárnico en un wedio rico en bio

tina y un estudio microscópico revela que la penicilina induce al desarrollo 

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

en c
16

-c
18

, i:-.crcrr,cr::.ar. l.J. exsre-5iÓn a~ á.cido L-glutámico en un medio rico en 

biotina independienter:ientE: de la presión osmótica. A partir de estos hallaz-

-gas, es posible considerar que la pcnicilir.a tiene un efecto secundario sobre 

la función de la merr~rana. Primero inhibe la síntesis de la pared celular 

dejando la me:nbrana celular desprotegida y entonces la membrana celular queda 

expuesta, alterándose ·su permeabilidad y favoreciendo la excresión del ácido 

L-glutámico. 





importantes; la fosfoenol piruvato carboxil~sa (PC) 

carboxilación de fosfoenol piruvato para formar el oxalo~'ceta
0

,.:. 
<><~c,etoglutarato deshidrogenasa (KD), la cual convierte al o< -

a succinil-CoA (Shiio y, Ujigawa, 1980). La eficiencia en lá 

de carbono para dar ácido oxaloacdtico, depende de la 

de PC. El ácido aspártico ha demostrado tanto inhibición como 

de la enzima y la inhibición es incrementada por el ácido oc._ 

-·-~~Ce.~Ogl~tárico. Por lo tanto, el contenido endógeno de ácidos nspártic9 y 

-o<.--ce-toglutárico debe minimizarse si se: quiere maximizar la producción 

-de ácido L-glutámico. La KD es esencial para completar la oxtidación de la 

:~l~cosa a dióiido de carbono. Esta enzima es fuertemente inhibida por el 

c~s~aconitato, la succinil-CoA, el I~ADH, el NADPI\, el piruvato y el oxal~ 

acetato; mientras que es estimulada por la acetil-CoA. Las propiedades de 

la KD de las bacterias product~ras de ácido L-glutlliuico, son favorables 

para la síntesis preferencial al ácido L-glutámico a partir de ácido 

cetoglutárico, evitando o previniendo la oxidación posterior del á~ido ~ 

-cetoglutárico a dióxido de carbono y agua vía succinil-CoA. Se ha demos-

trado que el valor de Km de la KD para el ácido ~-cetoglutárico es de 

cerca de 1/70 en relación al L-glutámico deshidrogenasa, la cual cataliza 

la formación de ácido L-glutámico a partir de o<.-cetoglutarato. Por otro 

1-~do la Vmax. de la L-glutámico deshidrogcnasa, es cerca de 150 veces ma

yor que la de KD. Por consiguiente la concentración endógena para dar áci 

do L--g lu támico o una o>:i dac ión posterior, ha demos tracio ser lo suf ic ient.=._ 

mente a,l ta para sobreproducir pref erencin lmente ácido L-glutámico (Shiio y 

Ujigawa, 1980). 
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la sobreproducción de· ácido L-glutámico se 

barrera de permeabilidad fu1L modifié:a- ,·, 

m6s por la selecci6n microbiana. Un ejemploila 

de permeabilidad celular por mutación: un mu-

a la temperatura que mostraba un crecimiento normal a JOºc, 

a 37°c, producía una gran cantidad de ácido L-glutámico 

exceso de biotina, cu~ndo el cultivo era sometido a 

temperatura de 30 hasta 4U°C. La síntesis de membrana 

considerada insuficiente a J7-40°c, permitiendo enton 

del ácido L-glutámico en un m~dio rico ~~ bi6ti~a: 

químico con penicilina· o con ácidos grasos. _s_athiad_ps-~-0-

para la sobreproducción del ácido L-glutámico en un'~edio-ritd 

biotina, ( M~mose y Takagi, 1978). 

Otro intento de mejorar el rendimiento en la producción involucrada, 

fué controlando la fijación de dióxido de carbono. El ácido glutámico e·s 

biosintetizado a través del ciclo de glioxalato como un sistema generador. 

de oxaloacetato sin fijación de dióxido de carbono, (fig. 4a). El incre_-_ 

mento en la fija_ción de dió:<ido de carbono puede mejorar la producción. 

(fig. 4b). 

Varias de las mutantes resistentes al monofluoroacetato derivadas del 

Brcvibacteriur.i lactofermentum mostraron un incremento en la productividad 

ae ácido- L~glutámico paralelamente de un irli:rcmento en la acÚvÍ:d~d--de PC 

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

citrato liasa también acumuló mayores cantidades de ácido L-glutámico (To~ 

saka et.al. 1981). En esta mutante se incrementó el grado de fijación del 

dióxido de carbono. 

Una mutante derivada del Brevibacterium lactofermentum 

dad d.e su piruvato·._deshidrogenasa, 







celular. 

op.eración de fermentación se deben opt:i~iz~;--. -¡~-

de -·cultivo_ a un valor constante con 

ser llevados con sistemas auxiliares por computadora -(H.!_ 

Más _aún·, puede programarse f.Ócilmente el cont;~or ,-~~-=· 
op~-~;,2ione~ de modo que todas ellas 

la esterilización del sistema,-

la solución concentrada de azúcar al fermentador y después 

-f~'rmen tador •' 
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pHRC · = Registro y control 

FRC"' Registro y 

TRC Registro y cóntrol 

DOz 
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aeración, agitac;ión, plÍ", adic.ión 

y adyuvantes, y condicione~ de in6culo, que a~eguien 

la producci6n de ácido glutamico en el medio de fermentaci6n pro

puesto a nivel de fermentador de 5 l. 
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embargo, atrapando el o< -ceto_glutarato con hidra

exceso deNAD en médio álcalino, el glutamato puede .. 

del método. 

·.Definiendo ia exacüttia 

"-perimentalmente y 

-·prueba simple que 

Se prepararon un~_ serie 

contuvieran 40, 80, 100, 140 y 

vieron los siguientes datos: 

Esperado 
Cmcg/ml) 

40 
80 

100 
140 
200 

Obtenido 
(mcg/ml) 

42.05 
74.90 
98.55 

130 .52 
200.75 

c<-cetoglutarato. Se determina el incremento 

360 nm·, debido- a la ·formación de NADH, 

un~- e;pec trof~t6~e tro _ Be_c_kmiin .. ~---
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grado en e:C que una 

recta:, es posible encontrar;la.linearidad;dei

Coeficiente de regresión 

Pendiente de la recta 

encontrado en fún

linea l, se 

R;,0.99z

iri"'O.CJ89 
Intercepción en Y Y(xo)~ -1.4 

Lo -qu~·'con~luy'e que el método tiene una respuesta· lirieal dentro :·d~l rango 

···d.; cC>n'centraciories ensayado. Ver figura (6) •. 

D~Úríiencio- la precisión como el grado _de concordaric:Í~ de medicfones re:.. 

misma propiedad, derivado de la de~viacÍ.cSn e~tá~Ó~r'.-se pre'.'. 

paró una solución estándar con una concentración de 17 g/l de ácido L-glut~ 

:mico, de. la que se hicieron diferentes disoluciones sol!letiendo cada ·uriá. de 

e Has al ensayo -y. d.; los- resul'iad_Ó_s. ob~teffido's:-,r.i:_calí:'uló la;conce~tradóri;_ -~ -

de la: solución original considerando los respectivos factores de dilución. 
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-: .Corleen trae ión que 
._ ~eporta en el en

::.::.=.::;.,:..:c.:...:.=""-=:.::..:.. -- -- . (mcg/ml): 

Concentraci6n-de-la 
~ueS tra qúe. reporta 
el-método·(g/l). 

midiendo la transmitancia de sus-

20, Bausch 

~-L~mb, ·ten1endo como b~-se C!e·.·cál.culo la. ecuaci6n de la curva de calibra

ci6n. reportada por-_.Islas L. (Islas , 1984) para el mismo microorganismo 

.:.mplead~: 

4•1.4. Acido~ cítrico v l~~tico. 

Se 

ción del método de Steemkamp 

Pierce Chemical 
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::.::.-.;_ 

,,, ... __ · --- --~·. - --~-' :~t ---=-';,y ''"• =<- -~~·::·?·--

Se -~~i~~);e pone .a ;secar .i{v?~¿-J: ~~a te-~p:ráfúri{'~· - · 

ambient~, se le T::~:~~n:0~ :s1!~.-~n;f~:~2~~'.~oi1t~;~~~~~~º~Jª¡~~rn.rf ii~~-
CPierce Chemical Co.), se cierra herméticam~~te-y s~ ma~ti~~~;~n-~~it~c:i6~ 
a temperatura ambiente durante aproximadamei:Íte .12 h'6ra~· p~l"a ~~te~er ' lo~; 

~::. ' ,} :::- .. : 

derivados volátiles de estos ácidos carboxflic,~s-. Al t;,r\nÍ.¡jo_ de esta 'reai:-
-:·,_, 

ción se agregan 0.85 ml. de sulfato de amonio ai 33% y l ~l. de cl_orofo:t'mº> 

-- se agita para realizar la extracción a .la fase orgánica y entonces se cen-.' 

trifuga· para acelerar la separación de fases y tomar solo la cloroformic~-. 

Se .inyecta esta fracción al cromatógrafo de gases ''Var_iani• mod. '370Ó. La 

._-:'columna utilizada es espiral metálica de seis pies de largo. por un dÜme

tro de interno de 1/8", empacada con una fase líquida OV~l 7 _áL 3_% ab~orbi

en Cromosorb WHP de 80{00 mallas de tamaño de partícula. 

Las condiciones de la cromatografía son las s'iguientes: 

Temperatura del detector de .ionización a i'a fl~ma~ 220°b:0 

T~~pera tura de 1 inyector 85-185ºC ~ con una --~-~T-ri¿~ii~·~;~~~:~_;¡;{~;;_~-~~tO ?~-~- ·. 'l"--

2Q?~/!"in., dejando a 185° un minut6. --°-<'' 

Flujo de nitrógeno e hidrógeno 30 ml/inin:, tIUj~-~'~;.t~i~~;3~-~ mfoin1~-.> 
--~-~ ::~-;(:,_ -~~·.' .' _''>:_:, o·,-y,\~:"-á:~-, ~~~io'.~-- :~'.~1~_.;_.: '.-o'.·I\_.·o.'•-'" Atenuación 8. 

Sensibilidad del electrómetro lo-;-.9,;~dl't/~~p~~~-; _{: ::: y-, ,e:; 
:·'<:-··, ::··. :-':?:_:· .. '::· 

Los ácidos cítrico y l'áctfC:o se id~~;~d¡cati::'y '~~árii:Úi~ari por :los 

<le .re:::~:~:n~oª~:"::~::i}:s.~~if~¡r-~~{ii,~!;(;;~~ni ·::~;¡:t:;.~íon·_~--~~~:~), 
método. 

-----==-
-·--::--==.- ·~·-:-·--~ -- ;~ .: ... 

La determina~ión. de·:.los·· iones amonio c•NHf;) en el caldo-de ferment_a-"-_ 

se Úev'J'.;;;~abb~ según el método de Weatherburn CWeatherbu.rn, 
•.' ' 

"el· ~uái:utiliza los reactivos de fenol-nitroprusiato y álcali-hip~ 

dori tb p~r~··dár la ;reáC:ciÓn colorida de Berthelot. 
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Petri y 

Extracto de levadura 1.0 

Bac to peptona 2. O 

Bacto dextrosa 

NaCl 

la superficie delaga; con el 

de la superficie del-agar. frie 

esterilizada, obteniendo de es~a m~rieri.una 

microorganismo. La suspensión anterior se succiona. suavemén

j e ringa es téri 1 sin aguja, deposi tanda su contenido,.flri~ lirie~t:-· 
~·i;~m~dio, .el cual será repartido en un siguier,te pasó a -1~~~[,dif_~'~é~~:e_~:: 

ni~tr-~ces-~onde se llevará a cabo la etapa de adaptac_ión_. 

4 .l¡ Desarrollo de la fase de adaptación~ 

Las adaptaciones del microorganismo al medio de fermentación, se lleva 

a ·cabci en matraces Erlen Meyer de 250ml. de medio, inoculados según se in

dica en el párrafo anterior. Colocados sobre una plataforma de agitación 

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

un cuarto de tempera tura controlada a 29-30°C durante 48 a 60 horas._.· La· 





111!'!11 • ~ 

• . ... 
o • 

o . • • 

~Fig~ 7 Equipo de fermentacidn utilizado en la etapa 
experimental III. 



de g lticosa ( dex:.' 

p;;r sepa~~do al mismo tiempó ~ue las f 
PH:a··~s;.::;~á:~-Í-·!íli~~o se este·~--ili~a una_-__ soi-~¡Cié5·~·--· --ºT·-~" 

_'una· Cori-6entr~c·Í.ón tat;· qu~ ~l'. seF r~µni~~""~·s·::~~_p;._~::·: .· 

o;-,-'-='-

\iC,1Ütri~n'firi~\ íÜ'm';?'dib~; ~º <C' ~e; 

_.._ -

los experiine~tb5-en'los que s~ut_¡:_liia~oJ1 l;~melaiasd~ saña,eC 

. cocÍ.do deiimÚ s~ \.l~ó tal C:om¿ se ¿bttene
0

de los ingenios limone

ros. Al tgu~l que ~ Ú; ~eÚC:ida{,: al jugo cocidp de limóri se le ajusta 

el pH a 8.5 con NaOH en lenteJ~s 1 ya q;,¡,'~e ha ajust~do se utiliza el mis 

mo ¡lara'disoLver lás melazas de cáña;' to':anterior se lleva a volumen con 

agu~)esfÜ'ada y se esteriliza en autoclave a 121°c durante lS·minutos. 

Él pH despues de esterilizar. ~s de 7"_5 . 

4.8; Hidrólisis de melazas. 

Se foriia-·u:1üi muestra 

2 g, para luego aforar a 

agregan 10 tril de HCl al 

biente dÚrante 18 h, al cabo 

5% ·p/v y se afora nuevamente 

la 
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En las determinaciones 

llega á elevar hasta 62 g/1, 

estos compuestos reducto_res 

rilizado 





FJ-6. Obietivo: Evaluar los resultados de 

-espontánea (sin adición de ningún tipo de 

como control general. 

Cuadro 

JCL 

M 

Vol. de' 

Vol. 

D.O. del 

Edad del 



-medfo_ (ml)

Vol. in6~ulo 

DO inóculo 

Edad inóculo 
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de crecimiento corno herramienta: 

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

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

tienen más alternativas para manejar como mejor convenga dicho proceso. 

el caso de este trabajo, al haberse logrado establecer una relación entre 

la concentración celular al momento del inóculo; es decir, al t 0 y la concen

tración al momento de adición de la penicilina que ejerciera un efecto con

tundente sobre la respiración y el crecimiento del microorganismo, que a su 

vez condujera a la excresión del ácido glutámico al medio de fermentación, 

iniciándose así su detección, se concedió la importancia que tenía el saber 

con anterioridad el momento justo cuando se va a adicio~ar la penicilina. Con 

dicho antecedente, se estudió la utilización de un programa de computadora, 

que es capaz de realizar un análisis de curvas por medio de un algoritmo de 

análisis de varianza. Dicho programa tiene la capacidad de deducir a par~~-r 

de una serie de datos, la ecuación que mejor describa el perfil de la _curva, 

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

Sabiendo de antemano que la curva descrita del crecimiento de un micro 

organismo es de tipo logarítmico o exponencial, se sometieron al análisis de 

curvas los datos de crecimiento celular de varias fermentaciones realizadas 

con e1 sistema de estudio; es decir, con el ATCC 13032 y el medio de fermenta 

ción compuesto a base de jugo cocido de limón y melazas de caña. 

Se sometieron los datos de crecimiento celular (g/1) en función del 

tiempo al análisis de regresión logarítmica, estudiando posteriormente los es 

timadores de ajuste corno son el coeficiente de regresión, la magnitud de res2: 

-aua1es- y el -radio F, resultando la gráfica de la figura 9 cuya ecuación es la 

siguiente: 

y~ O.Sg e0.399 X 

Donde (X) es la concentración celular en g/l e (Y) es el tiempo en horas. La 

forma de la ecuación deja al tiempo de adición de la penicilina (Y) corno una 

función de la concentración de la biornasa crítica (X) susceptible a la acción 

de ésta a la dosis dada, con una concentración celular inicial X0 ; 0.59 g/l, 

y.· una velocidad específica de crecimiento _,u~ O. 399. 





este resultado, la ecuación obtenida se introdujo 

que tiene la capacidad de proyectar a partir de una función dada, 

estimados y la gráfica de la.curva; de este modo, a partir por 

la concentración celular al tiempo cero (t 0 ) , es posible obtener 

estimado del crecimiento de una fermentación en particular. 

La importancia de conocer la velocidad específica como.herramienta ma~ 

quedó demostrada al ayudar a determinar con precisión el momento 

oportuno para la ad_ición a.e la penicilina, con lo que fué posible pr.ogra.;. 

un esquema de control más racional durante el desarrollb de esta' fe,:.;enta-

Experimentos 

0el conjunto de gráficas de estas fermentaciones (fig. 10) se puede 

una gran variación en los perfiles de evolución ae los diver

sos parámetros registrados de la fermentación; no obstante dicha variación, 

la producción de ácido slutámico siempre fué muy baja, no superando en el me

- --- - --}or--d-e los casos los 4 .4 g/l lo qu12 queda bastante alejado de los resultados_ 

esperados según los antecedentes (Islas, 1984) consistentes en un título de 

13.5 g/l por método de bioensayo. 
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-- . - '-~;. ~L~~ _____ 7-> ;=-~, _ •• 

•:que éllos duran 

,_._,, __ ••"e'<• •,-2::•~_-, :2¿~, ;, -~~·;. ,·.,__.:.· 

erme:m:ac: 1•0.ne,fos'.";:::::~:~ri!:~ :::'1f ;g~:,1ti~:~;~;. 
(Fig. 10) ~. DeCest~ ~od~;~i\ierfil gén.,rai·d~ la ~en~ 

,~;c·entración de azúcares reductores- q'ué/t·i·e~:en-,·.'¿n~:(~o~~eit~ra;Í.ón irii~·ial 
de 35-40 g/l decrecen dpidamente en Ías_ l'rimer!'s •24 horas hasta casi : 

un 50'/;; en esta etapa de la fermentación ·el p_H tiende; a __ acidificarse, 

durando esta. tendencia hasta 48 horas, la cual se debe a la producción 

-diversos ácidos carboxílicos, principalmente el ácido láctico que 

·producido en buenas cantidades en esta etapa. Cuando los azúcares-

· reductores libres han descendido a niveles cercanos a los 12 g/l entre 

·36 y 48 horas' los consumos de ácidos cítrico y láctico se acele

.notablemente, cambiando la tendencia·del pH hacia .valores~aka,lino_s,,:. 

la: producción de ácido glutáini'co 

estas fermentaciones más· de 4 -g/J:-_- - - -

- -~ ~'--- -

En cuanto al crecimiento, pUed~ verse que. este se ma-ritien~·~ri~~aUffi-en----: 

las 96 horas que··coincide con el momento en que se han ágotado 

por completo las fueriÍ:es de- carbono observándose que la_ -éonc-entra-_ 

ción de ácido cítrico ha caído casi hasta los 8g/l, el ácido lácti~() 

también ha desaparecido por completo; no obstante que de reductores aún 

quedén alrededor de 10 g/l; sin embargo, sabiendo que el:método analíÍ:i-

~o Par_a la determinación de estos a·zúcares se basa en la preSencia de e~ 

tremes reductores de tipo aldehídico, se ha supuesto que ta les- riivel"s ,.·· 

remanentes de azúcares no son otra cosa que molécula·s-.redu'C'1;~!='.~s>~o:~~~-
tabolizables por el microorganismo. 

glutámico dos principales: 

Se 0proponen como .posibles_c'1usas decla.baja producéió~ de .i.cido: 
_;__~.::..-____ ¿o::-~c 

_-':~·-: .. - . ~:···;~:;'.-· --.:~.;~,'' 
,·::.·\·.· 

Primero, que los niveles de biotina no hayan es_tado limitadC>s, ya que 

~-,-,__-=--

hasta las 96 horas, lo que puede indicar que la hubo en cantfda'd suff:.: 

ciente para sostener tal crecimiento. 
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·--"' 

. S;r;2 J;Ex~~ri~en~6~ con melazas de caña . 

.. , 

,' ·--

El· objetivo de estos experimentos fué el de 

:en .la producción de ·ácido glutámico con una fuente de. carbono· de 

trial,. de más bajo costo que la dextrosa anhidra. 

Por otro lado, estos experimentos 

jugo cocido de limón al utilizarse éste combinado con las melazas. 

.. . ,_ 

··Para utilizar las melazas se realizó una evaluación de su cont~nido: Cl~:·:. 

'.·reductores libres y totales para poder determinar las cantidades eq:uiva,ientes' 

de hexosa y carbono, bajo la suposición de que los reductores presen.tes.
0
en 

"las melazas tienen su origen en la glucosa y fructuosa de la sacarosa··é:ontenida.· 

En estos experimentos se tomó en consideración el efecto-de- la biotina 

.::'pre.sente en las melazas sobre las bacterias productoras de ácido L-glutámico,. 

por lo que se planteó la utilización de dos diferentes tipos de adyuvantes de 

:·1a: secresión de glutámico: la penicilina y el tween-60, cuyos efectos serán 

--~·estudiados posteriormente, utilizándose en esta segunda etapa de experimentos 

la penicilina en una concentración de 4 UI/ml de medio, adicionada a las 12h. 

de iniciada la fermentación según Nara, t. (1964). 
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'_ , ' - --· - _.. _._ . - . ·.-' 
.ficiente (Okada et. al.,_ 1961) ;: sin embar-go, esta no·se.-mejoró 

. - - . 
'posible modificar la agitación de 'la plataforma rotatoriá sobre 

eran llevadas a cabo las fermentaciones, y por otra 

volumen del medio en el matraz ya era bastante baja (20/250 ml)·, pudiendo __ _ 
- - - . - -.·· 
-inclusive ser importante el efecto de la evaporación, por lo que el único· 

mo,do __ de __ optimizar la_ aeración a nivel matraz era usar matraces bafleados;_::' · 

,: :'sin_._emb-argo, se optó por seguir con matraces lisos, esperando que la ae~ 

-'~'" _ _:_~~ttr~~:Íóií~~f¿c~,~~ -mejCú·ada en una etapa posterior que se lteVaría a--cabO: en-:-f(ú:·=-

•,-·:mentacio'r,-- que es aereado y agitado de un modo mucho más eficiente. 

-LSe- puede mencionar que en las fermentaciones que se llevaron-a cabo. 

:__:~. - -.~--·con-· la·-- Combinación de melazas y el jugo cocido de limón, la velocid~d -de 

consumo del ácido cítrico es mucho menor en comparación de las fermentaci~ 

nes en que se utilizó dextrosa y el JCL, en las que los niveles finales d_e 

ác'i-do cítrico (entre las 84 y las 108 h) llegaron hasta alrededor de los 

,_:5 ·g/l (vel. de consumo promedio 0.398 g/l.h); mientras que en las lleva'-

-- das a_ cabo con las melazas y el JCL, los niveles de cítricó núnca b_ajaron 

a-menos de 22 g/l (vel. de consumo promedio= 0.222 g/l.h). 

En .la fermentación F-4 (Fig. 12), es la primera en la que se. obser·-
- -

va •un~comport¡¡mientosingul_ar del perfil de consumo de az_úcare:S_:r_ecl_u_ctgre¡; __ _ 

_ en la cual se verifica una disminución hasta cierto nivel, _y luego, una ·li..;. 

gera tend~ncia a aumentar (39--23--25 g/l) que en este caso no ~arece tan 

pero en_ otras como en F-19 (35--16--21 g/l) el efecto,·es más;_cla:-

< Es_ te comportamiento en la 

-lás :fermentaciones 



·- ~· 

~•. ~ ~ :, >~·\. - ~~ ' . -~ -'::' --,"·-·=:o ·-:7'"·k'· , __ 

_ ;~,~- __ -. :;·:~;,«~: ~.• .. ;··:·.·····;:····_~.· ....•••. -.. • .. :'..:.•:•.:.t~.······:····.· .. _._ .. ·.•.·.•.·.:~ .. :-... ·· .. e ·~ v;~' -.....•... 
: ·_-:;_' :'.-,,_. ;" ~o. , .. :~ --· . - '" . ·. •.• . -,-•. 

SJ.n•em,oarQO, .para eXplic,ar e} :incremen'to efr l~ C~~c.;ritr~~ i 

h TTF, se plant~a ·::'~n ~~;e;,a iá h~bili 
i¡{ s~caiosa ~o~tenÚa 'en las melazas, 

a~ila'. mliyor. qu~ l~. vEil~ 
,. lo que orig"i.na~ía la:i~u~~l~~Ún de los' azúcares.· 

disminución de la ~e~oc~dad:~n el consumo del ácido 

que utilizarón ÍniÚa~as, :Sé propone que el aporte de 

la ~ac~ro~a invertida; es d~cfr~ la'·úJca'~f) •. fructosa, sustituya parcial-

-•.mente la d~manda de. fueiites•d~ ~i{ii:,'~~o Úversos, y se consuma preferencia! 

•.••. _ 'mente ~la f;ui:fos¡{ ca~ úfaciiln '¡{f-cítr:Í.co como resultado del estado metabó-

·• • .. lÚo del m:Í.~ióo~ga~d.s'mó'etlésii ~t~~~ de la fermentación. (Abe, 1972 y Dills, 

-:: ·;~~~· :~i¿t_ :;·1:-·c· ~-98oy l. 
- -;,--_ 

:;:_-. 

-·- -•En -t:a'daé las'fermen'taciones en que se utilizaron las melazas de caña, 

·:~·-•adÍ.cÍ;~ó penicilina-G s6dica diluida de tal manera que al adicionarse• 

de·:fermentación, tuviera en este una concentración de 4.0 U.I-./ml. E~ 

efectuó con base en los antecedentes mencionados antetiormente_en los 

efecto adyuvante a la excreción del ácido. glutam1:i:a·:por· 

la alteración de la estructura de la membrana celular (Nara, 1964 y EveÚ.igh:; 

·1981). En esta primeras fermentaciones con melazas, la adición de la. penici

tuvo lugar siempre a las 12 h TTF. 

-- - ·: .. 
·•Inmediatamente después de la adición de la penÚilÍna· al medio de fer-.: 

iiientación, se observ3 una disminución brusc~ de ·la'•'velocidad de crecimiento 

de .48 h., _despues de las cuales, se ·reanuda ~();','.vÚoc:idad.is :- ·_ '-·<·. __ ,_:_;·. ::".''.'·: .· · .. · - ' 
tre - s-i 'en el mismo punto; comparado enl;re_ f(rni~t1ü•_cJC>n~s; y 

::-' ";.e'',.:',.':'.,.\-· -,:. -'.,",: • - ,_ - -

Dicho crecimiento'se. man~iene inhibido alrededor 
'· .--, 

diferentes en-

celular (Figs. 16 y 17). 

diferentes a su 

vez, con las velocidades que sostuvieron. eií 'l()S tiempos inicialeit de t.i ·fe-r-" 

mentación. 
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que e'n aquellas' en donde se 

que aún 

glutámico fué mayor en aquellas 

se les adicioneron las sales del medio 

más glucosa (JCL+G). 

La comparación entre fermentaciones con/i:;-in melazas 

parecer un tanto arbitraria 

carbono no fueron exactamente los mismos, ~ ·.que· en las- fermentaciones 

jugo cocido de limón no se usó la penicilina; sin, embarg~' se cons'i-

que, si bien, la comparación no' es-definitiva~- sí es posible extraer 

algunas relaciones importantes, pues por un lado, la diferencia en equiva~: 

-lentes de carbono en la composición de los medios es mínima, y en todo ca-

so, el parámetro Yp/s toma en cuenta este factor; y por otro lado_, el:he;:__,:"

cho de no haber agregado la penicilina a los medios JCL+G, fué con baséa 

que estos medios estaban limitados en su concentración de biotina, y_"por:" 

lo tanto no necesitaban la adición de ningún adyuvante debiendo, e.Xc-fet;~: 
al medio el glutámico producido, según indican Shiio, et. al., (lgG2)\., -,,, 

Una observación que puede confirmar que efectivament_e, lCJs ~-edios de 

JCL+G (F-0, 1, 3 y 8) estaban limitados en biotina es que sus concentra:.: 

ciopes celulares fueron en promedio menores; mientras que en las -fermenta-, 

ciones con medios formulados con melazas, o sea, ricos en biotiná, (F-4, 

'5-; 6 y"7) el p"rri11fedio-"de-1a--concentraci6n--celulcar-- es más-alto:-7.6 g/L~·--~--

9.9 g/l. así también, los rendimientos en b:Í.omasa son muy diferentes: 

Yx/s(JCL+G)=l9.2 ~· Yx/s(JCL+H)=43.2 y Yx/s(N)=l20.4 Lo anterior se es

quematiza en la figura 18. 
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del jugo cocido de limón más 

para obtener las 

pri~era etapa experimental. 

··Resultaría interesante estudiar 

de azúcares reductores en las fermentaciones 

Experimental Parte II. 

Antecedentes y objetivos. 

Debido a la naturaleza misma de las pruebas a nivel ·matraz,· en las que 

suele existir un dificil control de los parametros de la. fermentación, sobre 

·todo en lo que se refiere ai pH, agitación y aereación, se propuso establecer 

el efecto de alguno de los componentes del medio de fennentación y detalles 

del procedimiento que pudieran ser de mayor signif icancia sobre los rendimien 

tos y el perfil de evolución a nivel matraz. 

Por lo anterior, se tomaron corao factores de interés el papel de la 

fuente de nitrógeno, que como se indicó anteriormente (sec. 2.2.2) existe en

.un óptimo en la concentración requerida, para la máxima producción de ácido 

glutámico. Por otra parte, se propuso estudiar el efecto de la utilización 

del tween-60, como sustituto de la penicilina como agente promotor de la ex

cresión de glutámico, con base en algunos antecedentes (Ohsawa, 1968). 
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F-4 -JCL/M-75g/1 
-pH : AJUST. A.E. 
-Slll SALES 
-Sii/ BIOTitlA 
-~H40H : O.E. 

- llH4 : 48 h. 
-PENICILINA / 

-JCL/M-4 7g/1 
-pH : AJUST. O. E. 
-CON SALES 
-srn BIOTINA F-6 

-NH40H : O.E. 
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- ~H4DH : NO 

·. - · NH4 : c/12 h. 

- CON SALES 
- SIN SIOTINA 
- PENIClLINA 



- JCL/M- 70g/l 
- pH : AJUST. O.E. 
- NH40H : O.E. 
- +NH

4 
: NO 

~ PENICILINA 







- - - -3("---/ >f.:~..o- -

. .''~, , ,·;:·~:~ ····.~,·;~~- ~-::: ___ ,_., -.-~:~.;.-_ ···: -·-·~--".··:--;-·· -;-:·_;_ .·'_;_· .- -

. ::~, ~;.--d6.mP,a:ar·;1~'.s;\::jin~~ta~~ones ···;~1~·,;)tis'~~Y~ 
,, !;.,.;µ~t~fi!l#a:~L.f¡¡_f~"llÍ~.cl~ ~)ll~!li~;(~~40~.·.~ (Jfü4J2so4J 

) • .é.ge'~to · rotúó'damente negat:ivo•'aei ''suHato de amonio en 

.;;• '· 'J:~~~~ni:'1c::c6n' ;:.:Ts; n6 ~~26'nt~án~Óse 
·<.~: ;''~'.:~'..'' .-- :~)-' 

•;•, Eob~Ylú.; Ér(iBs fermedtaé:i.:ones F:-16 y F-17, la 

·~ "'~. '~it~~iii~~iih~:~;~~~;~~::~;. ~~::: 4 :::::~::::º. 
/ffY~~::·;r~te~pi>~~roren.una concentración de 0.1%. _.-. _ 

'..~~~ ej.' ~.Rº~'/8l;En' F-18 y F-19, se puede observar primeramente 

:··· '.?' '"_'.~rod'ucci6rí éie glutámico c~ada con las que se hábían~obÚriilo 

.;:ji é );'~e; :,io cual pudo ser debido al hecho de que el 

·- - '>-~"e- -:_eA_:t~-~~~liZar el medio (E. A. E.), como -sucedía en las- -_ferment-ac·i~-ñes -de --1a:~-.' 
}~~~~ -~ ~:;;~: 

, _Je: ·•primera" parte experimental {F-0, 1,- 3 y 8); lo -que pudiera habercoi:as ioriado 

que el amonio se evaporara o que se asociara químicamente, o ambas cosas 

-tal que, se hiciera menos disponible para el microorganismo; 

-observar también un buen crecimiento, el cual puede estar relacio-nado con 

la presencia del tween-60. 

Por otra parte, aunque en la fermentación F-18 en comparación con la 

F~19 .• tuvo adiciones de +NH
4 

c/12 h, parece que no hubo una diferencia-sig~j 
'nificativa en el efecto sobre la producción (4. 4 ~ 5. 4 g/l, respectiv,;:;;,,,;. 

ment~) ~, Aú~~'asÍ, resulta menor la producción en la que se hicie~~n .-.,s't~s .. -;;¿ 
,·.1' 

;_::_ .. 

- ' ª.diciones;:10 que no se explica, pués se hubiera esperado uf(éfeét6' pó~Ítú1 ·''' 

.. ···- .~~º '.~b:?:;.ª:::i::::a:º::e c::s:::d~:c:::~ctores qu~ "baj.anY v~e1J2n i;;s~.ii'· . 

-·~·: -~"' "'"1Jir''.~=-sucederi principalmente en-1as·_ferÍnentaci6nes" con·"~eia~~s (F-'-l¡¿ 57'""7 ¡e;•·-
_!. ''.·'. .''' 

18 y 19). En F-6 sí pasa pero el efecto· es mínimo y no muy ~laro; en F-;-15, 

,-no hubo crecimiento ni producción por efecto del sulfato de amonio y en· 

F,-16 y F-17 aunque también contenían melazas los medios, no se observa el 

··efecto tal vez debido a las alta_s producciones de glutámico que sostúvieron 

no dando lugar a la acumulación momentánea de reductores .. é¡ue se observa en 



G -
-, .• -- •. ,-, ;-¡_ ---~_·:_;_-_-_; ··,--_:_-,--_-•• ---_-- -- -__ • __ ._--_--._--.-_-_-__ • ___ -_-_--_----._.-__ -_-_; __ ._._-_-_- .' ,~;,;·;-_ -~ ··~¿"~· .f~.2Ú. ------ - _:-; - ---- ,,, ' 

.- ,,- . . ,'.,,;_~:,_ . 

'< E ;-- ):· -:': --'j:,.: • " - -- - ,, - -7~f ,,, '.1-'t ;\ ·/'.· :L~ -
,,cOn· :bas·e ~~-~--i~~- ··a¡r-~~-~e_'_-~~-i_~~-----~ º'~_'_hcs_e_~_--;~-~--_-__ id_-_--a_-_\;_·::·:_-_.é_~::._n_·.~~~e_-· ra·s ·---fé~~~rifii~fiÓhe'·:J~~;-~= i~.,s·.J:~~: ;· .':,_·:/ ~>: 

,- 'i'q?e -ÚNH40H se adicion<J'an,tes () ~~spF'~s -de esteÚHz_ar ~l ~ed?o cdliad~i>~ N ) -
_(;' ' parece haber un efecto !Duy\s,ignifiCativo:de~ inomenfo- en er cíue,!es aéii~fonadó/ 

,, -_, _____ -'.) eLNH4~: t~d:;:ir~t:~1i~~:~-~:n:~;gJt~;::~~~~i::ct::~idna el -~H¿oH, ~~-te:~id:-,}. 
- :esterilizar, entonces habrli una bajaJ>roducción de gluÚmico, -pero ~;:,'~eco:~~ 

;-,, ,;: r:L~me~te -~ai;,cf~ciiÍltento~;7 , ----- _ .:/ _ - ?' -_-- ( --•: 
_. ·:·;,'; ·r , Lo:anteri~~:¡)~recf irídié:iir' ~iie lii este'riliiaCión -~rovociia ~vapor~~ión 

-< d~ :~~Ó~id y I!; d~ra ftie~~e de Aitrógel1o, 'pué~'ai' ha~~r [reÚmi~nto celular y 

!? ;:[~!- .. ;,; Ild~J>i,b~~~d),6~' de-0 glu~ámico- es iriai'~;¡~{~oide ~na lim{~ación de nitr6geno- no 

;¡,_ ,/, ' •( ~JiáriÍ~o, ~u€si.a _ pres~~~i;,: de est~- és ftÍhda'.~.;,-;~~i par,. la, Üo~ínt.isis del 

E·~;{_ i( il\)tá~iéó (Sec. _ 2. 2. 2.) _ -,, ,, ___ , 

--
~,;,¿;,o- ,----= ~' Cori ,respecto _a la utilizaciiiii <!,e'l i:we~n"-60; _parece que el incremento en 

,,-,_ ? l;- pr(lducción observado, s~ ~~b~ pd_Tl~ipÚmente a que se l~ pe;mi~ió al ~~c~~ 
'.\ :·•j_- organismo alcanzar niveles altos de creciiniento, sumando a esto, la acción 

tween, -que- promovió -la- excresión -del: glutámico. Sin embargo,_ 
-- -- -

este aumento en la pro-ducción-'_no r~~presenta necesariamente un incremento--en 

el rendimiento del microorganismo¡ pues comparando las productividades espe

cíficas puede verse que_ aún, es -más eficiente la ;fermentación usando la peni_; 

Vs; Yp-/x(F_:.16_:penicilina)= 2 · 9 ). 

-,- -- - ' 

Por' otra parte, no puede- decirse_ q_ue quede claro el efe_cto de la adición 

c{l2 h., lo _cual puede _ser -debido a la cantidad adicionada. 'No- ha

bÜridose cuantificado ei amonio residual, resúlta dificil asegurar/algo; aunque 

haber sido en exceso inhi],iendo. la producci_én de- g-lutá_mico, según 

en la sec. 2.2.2. 

- -

Con respecto a la hidrólisis ácida de la s_acaro~,.: d¡,;: las- melazas que 

sucedió en las fermentaciones F-14 y F-15, no tomando en cue:i_ta a esta última 

el eiecto causado aparentemente por el sulfato '<le: ;¡íno~io;: se;pu.idé ver'--·-

hay una regular producción en la F-14 clo.s'g/l) ~on ~n ~~ecÍ~i~Üto de 

comparando contra la F..:16 eri_ l~ qu'2h~y ~~rioicr~éiriiientd (4~l g/l) 

una mejor producción (12:0 gfl) / Eri estos ;•cas~~-1_;¡ _dlf~~e~'é::i.a i~~Úe en 
,-.- ,:.:• ''~::,y 
"";.'<:;·: e·, 

-~~·-~ ~~~;~~ ~~e L;~¿~:::~ 
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el j 1.l"go cocido de 
dejando el pH sin ajuste 

La actividad de inverta·sa de 

estar relacionada 

····la·aci.tmulación de reductores 

glutlmico, puls cuando se ha 

hubo bajas producciones de glutlmico; mientras que cua~do 

cienes de glutlmico no se prese.ntó e"l :_efecto de acumu"iacióri ·"de 
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en un 

e ·i"ón como lo 

ningún tipo de 

P;~ba;el ~fecto del tween-60 

las Circunstancias 
' . . ' - - - '' -- ~ 

f~rmentación. 
Ev;;lilar,los resultados sobre la 

- n;á a';_<Hferentes tiempos después 

V~rificar los efectos producidos _al 

·.de c·onsum6 ·de este compuesto. 

-Estudiar -.los-, patrones 

vantes y/o nutrientes 

de ácido 

un po~ibie 
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Cirieticas de crecimiento--de -las- fer-mentaciones~en~--
las que se agregó penicilina a diferentes tiempos. 
El signo (+)= producción significativa; el (-)= 
poca o ninguna producción de glutámico. 
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Figura 41 . Velocidades específicas de crecimiento" d~ 
fermentaciones en las que se agregó penicilin"a 

a diferentes tiempos. " 
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la gráfica de feriTient~ción 
que en F-20, .aún siendo una segunda adaptación, se presenta u~á 

alrededor de·3 h, con una fase exponencial 'de aproximadamente 9 h y uná ve

locidád específica de crecimiento a las 3 h de 0.04 h-
1 

y a las 12 h de 

0;02 h-
1

; mientras que a las 16h de fermentación en fermentador se.presenta 

una velocidad específica de crecimiento de 0.016 h-
1

, notándose una clara 

diferencia en la concentración celular alcanzada a las 24 h de fermentación, 

.:habiendo tenido concentraciones iniciales casi iguales o incluso ligeramen

. :·te.menor en el fermentador, en éste último el desarrollo celular es mayor 

matraz (7.05 Vs. 5.85 g/l, respectivamente). 

resultado de esta fermentación se concluyó que el inócu 

ser tomado de una segunda adaptación con una 

12 h, pues es el tiempo que presenta las mayores velocidades 

pretendiendo con esto increment~r la productividad dei pro..:"-· 

En la fermentación FJ-6, se obtuvo una productividad muy baja (0.05-

con una producción de glutámico apenas notable; sin embargo, el in

cremento en biomasa se mantiene en aumento hasta el fin de la fuente de car 

nitrógeno al rededor de las 18 h TTF, cuando es observado el inicio 

disminución en la demanda respiratoria por el incremento en el por

de o
2 

disuelto, habiendo alcanzado una concentración celular máxima 

14.0 g/l. 

Un detalle interesante resulta de observar comparativamente los con

sumos de reductores y cítrico: La fuente primaria de carbono son los azúca

res reductores, pero al descender la concentración de éstos hasta ciertos 

n-i~eY;s, se -desencadena el inicio de la 'i.ltilización del cítrico presente. 

En la fermentación FJ-2, se obtuvo una producción de glutámico acep

table (8.1 g/l a las 24 h TTF); sin embargo, se presentaron serios proble

mas por la aparición de espuma causada por el tween en una alta concentra

ción (10.0 g/l). Aunque en esta fermentación no se determinaron los niveles 

residuales de amonio, parece probable, con base en los resultados de otras 

fermentaciones como la FJ-5, que el amonio haya sido el factor limitante; 



producción de glut-ámico por un 

agregada a un buen tiempo (12 h); el 

es irrelevante por haberse adicionado 

PI"es~nta _una buena pro~ucción de glutámico 

t~rior~ pero aquí sí es posible observar 

ducción de.glutámico al momento 

haya 

suficien-



o 



ga_ o no creciendo y respirando, :después d": l_a adi~i_cín- de penicÚina parece 

Clepender directamente del- tieiri¡ió de lá-_adición de 

relación: Si la penicilina es adicionada antes de las 12 hrs. de fermenta

ción o _con concentraciones _celulares no mayores_ de 7 ;5 g/1 (ver tab_la compa-

rativ_a), entonces· se verificará un efecto positivo de la penicilina inhibie.!:!_ 

dó-- el- ere.cimiento y favoreciendo la excreción de glutámico. -Por otra parte, 

--sucederá _lo contrario (sin- efecto)_ si la penicilina es adicionada después de __ 

._las iz··hrs. de fermentación y/o concentraciones celulares mayores de 8 g/l, 

··no_· habrá producción de glutámico. 
", . ·: 'c. 

~;:_: _;_~_Otro .aspe_c to_ importan te._ es e 1 t:í t.uJo ;d_.,_ amoni_o f!!"esi!!t".~Y.~§_t1.'L°-'1-"!J.ll)ºL2_u.:\ .. 

---:ra·tl~e la fermentación: la velocidad de consumo de amonio parece .. est:a~•direc~. 
~_ta'!'ente relacionada con la producción de glul:áinico (v~rFJ-5. vs. FJ-7 .. 6 FJ-9) 

sin embargo deben observarse los efectos de los 'exc;eso{_ 

No parece haber relación entre las concentracioriesd~ .los 

·edad y la velocidad especi'.fica de crecimeinto mánteríida".poco 

"j2· hr~; sin embargo, hay una relación ent~e .Í'.a :d~nC~n.tra~·iÓ~ 
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se pudo concluir que la utilización de m'elazas de caña, originó 

en la producción de ácido glut¡m;ico, siempre y.cuando se usara 

en el momento adecuado. El análisis de ·1os resultados de ·esta etapa 

demostraron que entre las diferentes composiciones probadas, la combinación 

de jugo cocido de limón con melazas de caña, sin la adición de la_s _sales-_-de· 

K, Mg y Mn, en las concentraciones utilizadas, _r~sultó ser el mej~r -medió -

para obtener las más altas producciones posi.Í:iles-de·ácido glutárnico, d_~nt:ro 

de las condiciones dadas. 

Por otra parte, se considera que sería_iffiportante estudiar de modo 

más profundo el perfil de azúcares reductores en_ las fermentaciones en cu

yos medios se utilicen melazas, con el_fin,de·poder explicar los aparentes 

-aumentos de la concentración de reductores que se presentaron en 

fermentaciones alrededor de las 48 horas de fermentación. 

En la etapa II se extrajeron como principales conclusiones, la prop~ 

sii::ión de un medio de fermentación y procedimiento suceptible de 

cabo en un fermentador, remarcando la importancia de utilizar el hidróxido 

de amonio con más presición, de modo que satisfaga convenientemente los re
querimientos del microorganismo. 

La hidrólisis de los disacáridos y otras reacciones_involucradas, :de 

ben ser motivo de mayor consideración, pues éstas suceden fácilmenté:·Si-··s·e 

esteriliza el medio sin agustar el pH del jugo cocido de l:IJTI6ri E!i''(!ual esº 

_originalmente muy ácido (1.5 a 2.5). 

En relación a la posible actividad de invertasa del 

ésta no parece estar asociida a algún fadtoi -en -part-rctf~a~t~~-al\~'m~'flOS-~~?-f:-s~~~ 

pudo encontrar ninguna relación de este tipo. 

Al analizar la importancia de la presencia de· loS: iones-· a~a:~io./;;-. se 

confirmó corno un aspecto fundamental su evaluación y control a· ·i6: {ar~-~ de 

la fermentación, pues su concentración es crític~ p~·i:a ·1~ ,p~_Oa'u~-ci'~n _9e 



==- --=- - r==- --,-=:;-=---.;-==~~=e-=-

•-• - - -- - - o;_.,;;~: -·- _ ., :~-o'.__' __ ' 

en¿¿¡,t:ra:a4 osciiaii en unc'r~ngc/de i:oricenfr~ 
. ciernes que es tan entre los 5 y lo~ l 5 ~;!;: pero sie;;;pre en reiációh; a la 
: ·:c~ncentración ceiu1B.~ y. su actividad ~~tali61ick.fr.a~cad~ en,est_ás fe~enf"a:C. 

pcir el perfil de respi.racié5ri; fú. / - -- ·~" -
,,'-,:-,' ··, _·«·. •' ::).- ;,::·:, .. "'>< 

En relación a la utiH~ación a~i. tween::6o; s~;e:6~~tró ~e ~·sta re~~ · ~ . 
lín\ite: de' '~o'ri~'~ntla6i6~~.::finÚ}:~dJ::;~~ ~~~ ··~~~¡~·ac.fón · ~·~· :.,~;~=:~~~~:;.·.; ·~ -;--·. 

, go,,-benefi.cioº. e~-~e1ac;i6'~ ~\o; pr;;bie~as ;;casi;;~ªª~;;- por f~pioa~'6ció~·.J~ 
es;um'1 caü'sada i;Or dicho adyuva~te.y la habiltdadpara favoreé:~r la. e~dr~C. . 

~{6ricie d1utáiÍiid~; adem~s d~ qlié aún faltaría considerar el costo 

do p0:t-.. 1" corihent:ración tan alta en que fué usado. 
":; - . 

-.·.,:\.E·;i··. el mismo apartado referente al uso de adyuvantes para estimular· 
--- ._.._' . -' . 

'producción de ácido glutámico' la utilización de penicilina demostró ser 

··mejor. promotor de la excresión de glutámico ¡ sin embargo, esta adición debe 

.. cumplir con ciertas condiciones, tal que la penicilina pueda ejercer efect2:. 

'vamente su acción. Estas condiciones son el mantener en observación estricta 

·Ta" relación entre el tiempo transcurrido de fermentación y el momento de ad2:. 

ción de la penicilina o la concentración celular al momento de esta adición. 

Esto último dió lugar a recordar el concepto farmacológico de dosis efectiva 

(O.E.), que para las condiciones estudiadas, se estableció manteniendo fija 

la· concentración de antibiótico dejando cambiar la concentración de microor

ganismos en función del tiempo. En otras palabras, la dosis efectiva en los 

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

seco, y para determinar el momento de la adición es de gran utilidad conocer 

la velocidad específica de crecimiento que presenta el microorganismo en el 

sistema de trabajo, pues con dicho parámetro es posible conocer con exacti

tud el momento en que el sistema alcanzará la concnetración celular indicada, 

conociendo solamente la concnetración del inóculo y los 

····jo y/o la concentración celular al tiempo cero (t 0 l . 

Como se indicó anteriormente, la velocidad específica 

encontrada para el sistema particular de estudio fué: 

.J-'-=0.399 h-
1 

que 



9 a 12 h, proveniente 

una densidad óptica de 5 a 12 unidad,es, irioculandoun 

del 10% del volmnenc final. 

Controles en proceso 

Cuantificar cada tres horas el crecimiento microbiano desde el mamen 

to de la inoculación, hasta las primeras 12 h para determinar el momento 

adecuado de la adición de penicilina: x ta = 7.5 g/l o según la posibi-

,lidad de utilizar una computadora capaz,de ,generar las gráficas a partir de 

'una función dada en este caso, la ecuación propuesta en el presente trabajo. 
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penicilina 

de oxígeno disuelto que debe 

demanda bioquímica de oxíqeno y una 

-de crecimiento después de dicha 

Posteriormente 

WM 

29°C 

inicial del medio: 

del inóculo: 10% 

Duración ae la fermentación: 60 

Finalmente, cabe decir que la gran similitud de un proceso biotecno

~ógico a otro entre los gue se producen compuestos tan variados como lo son 

los aminoácidos, antibiótic:os, vitaminas, enzimas ·y/o proteína unicelular y·_ 

otr_os, permite tomar muchos procesos como buenos ejemplos de las problemát:!:_ 

cas que se presentan en la biotecnología para tornarlos como ~istemas de es

tudio para la formación de prefesionales especializados en estas áreas; de 

este-modo, la fermentación para la producción dt= ácido glutámico, se consi

deró como un ejemplo adecuado para desarrollar y poner en práctica los -dife'

rentes conocimientos adquiridos durante estos estudios. 

El proceso de fermentación para la producción de ácido glutámico, ha 

sido desde su descubrimiento objeto de muy variados estudios que han incluí 

do casi todos los aspectos concernientes a la biotecnología como son el de~

sarrollo de procesos fermentativos y de equipos de fermentación, desarrollo 

de sistemas de control dirigidos por computadora, desarrollo de procesos de-



. - _,_ -

purificación; desarrollo de: ce'~a~--hiperproductoras 
natural, mutación y/o métodos dé -ingeniería genética; 

_llo ·de bioreactores de enzimas o células inmovilizadas, además de los 

colaterales de la bioquímica de los microorganismos productores-, 

conocimiento es fundamental para el manejo y 

que ellos se involucran. Todos estos esfuerzos 

ampliamente desarrollado de una gran 

:científica en la actualidad. 

Se sabe bien que los rendimientos 

ácido glutá.mico (aproximadamente 35-40 g/l. Tanaka, 1960f, 

de los rendimientos alcanzados por las fermentaciones " 

sin embargo, debe tenerse presente que el objetivo princi

buscar incrementar dichos rendimientos, pues de haber sido 

así,.- se hubiera comenzado por tratar de reproducir dichos procesos utiliza!! 

-do los medios industriales convencionales y las cepas hiperproductoras de 

muy poca estabilidad y que son manejadas de modo confidencial por las prin

cipales compañías productoras de éste aminoácido. 

La importancia de llevar a cabo aún más estudios sobre un proceso tan 

conocido, como lo es la fermentación para la producción de ácido glutámico, 

consistió básicamente en la asociación de este proceso de fermentación con 

Otro completamente diferente, pero que involucraba una problemática especial. 

Ese otro proceso, es la industri~lización del limón mexicano (Citrus auran

tifolia-Swingle) que requiere en la actualidad de la búsqueda de una solu-· 

ción a los problemas originados por la necesidad de procesar o utilizar de 

alguna manera, las muy grandes cantidades de tipo orgánico, como lo es el 

_j_ugo cocido de limón. 

Este trabajo ha cumplido con el principal objetivo de estudiar la 

fermentación para la producción de ácido glutámico, utilizando el jugo coc~ 

do de limón como principal componente del medio de fermentación y la cepa 

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, con la intención de demostrar la 

existencia de vías alternativas de aprobecharniento para este 11 residuo 11
; el 

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



verse_ el jugo_ cocido de limón demostró poder_ 

principal en peso, en un medio de 

capaz de sostener con ayuda de algunos complementos, 

no y la producción de un metabolito de 

_glutámico; y más aún, promover de alguna manera el 

mientas de producción, al utilizarse en_ 

nales como lo 

Lo que 
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