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RESUMEN 

El glutati6n es un tripéptido ampliamente distribu!do en 

la naturaleza. Posee muchas funciones dentro de los organismos 

vivos, adem4s de servir como agente terapéutico para curar alg~ 

nos trastornos del funcionamiento hep~tico. Estas característi­

cas, aunadas a la gran similitud estructural existente entre el 

glutati6n y la penicilina, as! como ciertas evidencias que ind! 

can la posibilidad de que la primera enzima involucrada en la 

bios!ntesis de ambos compuestos sea la misma; hacen del gluta -

ti6n un metabolito digno de estudios m4s profundos con respecto 

a la regulaci6n de s~ bios!ntesis. 

1 

En estudios realizados anteriormente en nuestro laborato -

rio, se midieron las concentraciones de glutati6n presentes en 

el hongo Penicillium chrysogenum, tanto en esporas como a dife­

rentes tiempos de cultivo. Sin embargo, dichos estudios cubrie­

ron solamente el intervalo de tiempo situado entre las 12 y las 

72 horas de cultivo. En vista de que en estos estudios, la con­

centraci6n de glutati6n contenida en las esporas era la misma 

que la encontrada a las 12 horas de cultivo y, a partir de este 

punto, la concentraci6n del tripéptido comenzaba a disminuir a 

medida que avanzaba el tiempo de incubaci6n, decidimos medir las 

concentraciones de glutati6n a tiempos cortos de cultivo; es d~ 

cir, entre las O y las 12 horas con el fin de saber si el glut! 
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ti6n contenido originalmente en las esporas se degrada y resin­

tetiza inmediatamente al poner las esporas en contacto con el 

medio de cultivo, o se comienza a degradar el tripéptido a par­

tir de las doce horas de incubaci6n. 

Al unir los resultados del experimento mencionado anterior 

mente con los datos obtenidos previamente en nuestro laborato­

rio, logramos obtener un panorama completo acerca de la produc­

ción de glutatión con respecto al tiempo de cultivo bajo condi­

ciones estandarizadas de crecimiento. 

El glutatión proveniente de las esporas es utilizado o de­

gradado al poner las esporas en contacto con el medio de cultivo 

ya que adn desde las dos horas de crecimiento, el tripéptido se 

encuentra en muy baja concentración. 

La s!ntesis " de novo " del glutati6n se inicia aproximad_!! 

mente entre las dos y las cinco horas de incubación. La suma de 

valores espec!ficos con respecto al glutatidn localizado intra 

y extracelularmente, alcanza un m4ximo a las 24 horas de cultivo 

aproximadamente y baja posteriormente. 

En base 'ª que la producción de algunas substancias formadas 

por microorganismos, se "ª afectada por la concentración de amo­

nio en el medio de cultivo, quisimos conocer el efecto de dicho 

nutriente sobre la formación del tripéptido. Por esta razón, u­

na vez establecida la cinética de producción ·de glutatión en un 

medio de cultivo estandarizado, decidimos estudiar el perfil de 



forrnacidn de dicho trip~ptido en presencia de diferentes con­

centraciones de amonio. 

3 

El glutatidn localizado en las esporas desaparece r~pida­

mente y se comienza a sintetizar de nuevo a partir del interv~ 

lo comprendido entre las 3 y las 7 horas de cultivo; indepen­

dientemente de la concentraci6n de amonio presente en el medio 

de incubacidn. El amonio en altas concentraciones retrasa lig~ 

ramente la forrnacidn de glutatidn, en comparaci6n con la síntesis 

ocurrida en pnasencm de bajas concentraciones de dicho nutire!!. 

te. Sin embargo, los niveles de glutati6n se igualan a las 9 

horas de cultivo. En presencia de altas concentraciones de am2 

nio, la forrnaci6n de glutati6n se eleva a partir de las 24 horas 

de incubaci6n aproximadamente.Dicha elevaci6n alcanza magnitudes de 

hasta 14 veces con respecto a los 'cultivos donde el amonio se encuentra 

en baja concentraci6n. 

El efecto estimulatorio ejercido sobre la produccidn de gl~ 

tatidn es debido a la presencia de altas concentraciones de am2 

nio y no al tipo de sal con la cual éste se administre al medio 

de cultivo, o al cambio de pH ocasionado por su adicidn. 

En base a las evidencias que apuntan a la enzima y- gluta-

mil - ciste!na sintetasa como la posible responsable de la for­

maci6n ae los dip~ptidos intermediarios de la síntesis de peni­

cilina y glutatidn, pensamos que ser!a interesante estudiar adici2 

nalmente, la regulaci6n por amonio de la formaci6n de penicilina. 

Al adicionar amonio al comienzo del cultivo a concentra-
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cienes mayores que el control (lOmM), el comienzo de la síntesis 

de penicilina se retrasa y .mantiene baja por un d!a aproximada­

mente. Sin embargo, la producci6n del antibidtico se incrementa 

3 veces después de ese día de retraso al compararse con el con­

trol 1 por lo que es posible concluir que el amonio en altas co~ 

centraciones ejerce un efecto de retraso y estimulaci6n sobre 

la produccidn de penicilina. 

El efecto estimulatorio sobre la producci6n de penicilina 

es debido específicamente a la presencia de altas concentracio­

nes de amonio en el medio de cultivo y no al tipo de sal con la 

cual ~ate se administre, o al cambio de pH ocasionado por su a­

dici6n. 

En base a los experimentos realizados en este trabajo, es 

posible concluir que el amonio en altas concentraciones ejerce 

un efecto estimulatorio tanto sobre la síntesis de penicilina 

como sobre la de glutati6n. 

Adicionalmente, los experimentos realizados nos permitieron 

efectuar las siguientes observaciones: 

1.- El comienzo de la produccidn de penicilina ocurre ciertas 

horas antes del establecimiento de la fase estacionaria de cre­

cimiento, tanto en altas como en bajas concentraciones de amo­

nio. 

2.- El .incremento ocasionado en la produccidn de penicilina y 

glutati6n por altas concentraciones de amonio, ocurre al mismo 



tiempo que el establecimiento de la fase estacionaria ie creci­

miento. 

El hecho de que las enzimas involucradas en la pr ducci6n 

de metabolitos secundarios son menos específicas que las rela -

cionadas con el metabolismo primario, aunado a los resu tados 

obtenidos por varios grupos de investigación segan los :uales 

se han detectado péptidos similares al tripéptido precu sor de 

la penicilina y al glutatidn en varios microorganismos , suma~ 

do a lo anteriormente dicho, nuestra observaci6n con re pecto a 

la similitud en cuanto al tiempo de producci6n y al efe to est! 

mulatorio del amonio sobre la producci6n de ambos compuestos, 

nos lleva a postular que la enzima involucrada en la cat lisis 

del primer paso de la síntesis de penicilina y glutati6n que 

funciona al establecerse.la fase esta9ionaria de crecimitnto, 

es la misma. Sin embargo, será necesario realizar exper ·.mantos 

de purif~caci6n enzimática y obtenci6n de mutantes defi ientes 

en la enzima y - glutamil - cisteína sintetasa para acla a/ es-

. te punto. 

5 



INTRODUCCION 

GENERO PENICILLIUM 

Generalidades 

El género Penicillium est! constitu!do por los hongos ve~ 

des o azules encontrados frecuentemente en c!tricos, conservas 

u otros alimentos que hayan sido contaminados con sus esporas. 

Sus conidios, al igual que los del género Aspergillus, se en -

cuentran tanto en el suelo como en el aire (7). 

6 

La morfolog!a y el ciclo vital del género Penicillium pe~ 

teneciente a la clase de los Ascomicetes (23), es la siguiente: 

El micelio produce conidi6foros erectos que se ramifican 

en forma simétrica o asimétrica (Figura 1). Los conididforos, 

referidos com11nmente como cepillos, se denominan técnicamente 

"penicillus" y se encuentran formados por hifas rectas, aéreas 

y septadas que producen un grupo de células terminales formadQ 

ras de esporas denominadas fi4lides. Cada una de las células 

fi!lides da lugar a la formaci6n de una cadena de conidios o 

fialosporas en cuya base se encuentra la m~s joven (Figura 2) 

(55). 

Los conidios son estructuras ovaladas que al observarse a 

través del microscopio, semejan perlas de vidrio. Las enormes 



Figura 1.- Conidi~fqros fqrmados por varias especies del qdne­
ro Penicillium. 
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FIALIDES 

CONIDIOFORO 

Figura 2.- Micelio producido por el g~nero Penicillium en el 
cual pueden apreciarse los conididforos formando cadenas de co 
nidios. -

8 
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cantidades de conidios verdes, azules o amarillos producidos por 

los microorganismos deben su color caracter!stico a algQn pig­

mento formado por la especie en particular del género Penicilliwn 

que las produce. 

Al germinar los conidios dan lugar a la formación de mice­

lio (Figura 3). Este se encuentra constitu!do por células multi 

nucleadas que, como se mencionó anteriormente, dan lugar a ramas 

en forma de cepillo las cuales contienen fiálides terminales en 

cargadas, a su vez, de la formacidn de esporas. 

El género Penicillium es muy similar en cuanto a su morfo­

logía al género Aspergillus; sin embargo, el primero parece ca­

recer de un ciclo de reproduccidn sexual tal como ocurre en el 

caso de algunas especies del género Aspergillus (37). 

Importancia para ,!,! ~ 

Entre las decenas de especies comprendidas en el género 

Penicillium hay algunas que poseen gran importancia econ6mica 

debido a su utilizaci6n en la producción de quesos y antibidt! 

cos (7). 

Entre las especies utilizadas para la produccidn de que­

sos cabe mencionar al Penicillium roi;¡ueforti y al Penicillium 

camemberti, responsables del sabor que caracteriza a los que-



~
. 
~-d •.••• . . . . 
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CONIDIO 

Figura 3.- Ciclo vital del género Penicillium 

lJ 
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sos Roquefort y Carnembert respectivamente (7). 

El Penicillium notatwn es histdricamente famoso por ser 

el responsable del descubrimiento de la penicilina pues en 1929 

contarnind e inhibid el crecimiento de un cultivo de estafiloc~ 

cos con el cual Alexander Fleming se encontraba trabajando en 

un hospital de Londres (2). Posteriormente se ha descubierto 

que el Penicillium chrysogenum es mejor productor de penicili­

na que el Penicillium notatum1 es por esto que el primero se ~ 

tiliza hoy en d!a para la produccidn de penicilina. 

La penicilina es un antibidticonatural que sintetiza 

Penicillium chrysogenum durante la fase estacionaria de creci­

miento (Figura 4) (11~), y que actrta principalmente contra bac­

terias Gram positivas inhibiendo la formacidn de su pared cel~ 

lar (2, 39, 141). 

Estructura de la penicilina 

La estructura b4sica de la penicilina ha sido confirmada 

por medio de estudios cristalogr4ficos con rayos X (54), los 

cuales han demostrado que dicho antibidtico se encuentra form~ 

do por un anillo B-lactlmico fusionado a un anillo tiazolid!n! 

coy una cadena lateral ac!lica (Figura 5) (129). 

El anillo bic!clico tiazolid!n - B - lact4mico (4cido 6 
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Figura 4. - Crecimiento · ( • ) y producción de penicilina ( o ) a 
diferentes.tiempos de cultivo, presentados por el hongo P. 
chrysogenum. ~ 
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aminopenicil!nico o 6-APA) es considerado como el nQcleo de to­

da5 las penicilinas. Los diferentes tipos de penicilina existe~ 

tes son producidos en función del ácido que sirve como precur -

sor para la formaci6n de la cadena lateral del antibi6tico (Ta­

bla 1)(105). 

Bios!ntesis de penicilina 

La síntesis enzimática de la penicilina se lleva a cabo a 

partir de un tripéptido precursor constiut!do por los aminoáci­

dos L -a - aminoadipato, L - ciste!na y L - valina (25, 42, 74, 

125, 129, 140). 

El primer paso de la bios!ntesis del antibiótico consisti­

ría en la condensaci6n del ácido a aminoad!pico con la ciste!na, 

dando como resultado la formaci6n del dipéptido L -a - aminoa­

dipil - ciste!na (Figura 6, reacci6n 1) (13, 101, 106). 

Hasta este momento no ha sido posible demostrar la presen­

cia del dipéptido L -a - aminoadipil - ciste!na en el micelio 

de los microorganismos productores de penicilina (51). Una po­

sible explicaci6n para este hecho podr!a ser que el dipéptido 

permaneciese unido a una enzima. Mart!n y colaboradores (77) han 

propuesto un mecanismo de "tio templado" para la formación del 

tripéptido precursor de la síntesis de penicilina, en el cual 

los aminoácidos son activados por ATP y unidos secuencialmente 

a grupos tioles pertenecientes a un complejo multienzimático, 



Substituyente R 

aminoadipato 

4c. hexan6ico 

4c. octan6ico 

4c. a hexen6ico 

4c. fenilacético 

4c. fenoxiacético 

4c. pOH fenilacé­
tico 

penicilina: f6rrnula general 

Nomenclatura:qu!mica comdn 

isopenicilina N 

N-amilpenicilina Dihidro F 

N-heptil penicilina K 

2-pentil penicilina F 

bencil penicilina G 

fenoximetil penicilina V 

pOH bencil penicilina X 

TABLA 1.- Diversas penicilinas generadas por acci6n de la peni­
cilina acil transf~rasa, enzima que promueve el cambio del 4c. 
a - aminoad!pico por otros substutuyentes ac!dicos. 
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O SH ? PH"') ,,,% 
COOH L-clsleina "c-M+-CH-~Hz L-valna 
I 1 I <¡-Mi-<¡H-~H2 fH, 

<9H2 )3 ,, ... ''r2'3 coa-1 r\ ... (<jH2'3 ~ NH-<¡H CH3 CICLIZACION 
H-C-NH2 H-C-NHz H-C-NH, O COOH 3 I I I COOH ATP ADP+PI COOH NP ADP+PI COOH 

L·O:-ooa '1 L-Ct-G111-L.dt 2 L-Ct-.a-L.t:ls-0-wllna 

Figura 6.- Ruta postulada para la bios!ntesis de RQnicilina:l)Reacci6n catalizada 
por la ó (L-a- aminoadipil - ciste!na sintetasa): ~1Reacci6n catalizada por la tri-
p~ptido sintetasa. 3)Reacci6n catalizada por la penicilina ciclasa. 



liberando como producto al tripéptido y - glutamil - cisteini! 

valina completo (77). Por otra parte, Kaszab y Enfors han su­

gerido que el dipéptido es sintetizado por una enzima con ac­

tividad idéntica a la y - glutamil - cisterna sintetasa, cata­

lizadora del primer paso en la biosíntesis de glutatión (61). 

Como conclusión de los datos mencionados anteriormente, es po­

sible decir que no existe hasta ahora información precisa aceE 

ca del primer paso de la bios!ntesis de penicilina, el cual de 

be ser catalizado por· una enzima L - a - aminoadipil - ciste!­

na sintetasa (101). 
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Una vez formado el dipéptido L - a - aminoadipil cisterna, 

se sintetizaría el tripéptido 6( L - a - aminoadipil) - L - ci~ 

teinil ~ D - valina gracias a la acción de la enzima tripéptido 

sintetasa, encargada de unir la valina al dipéptido anteriormerr 

te mencionado (Figura 6, reacción 2). La isomerización de la V! 

lina debe ocurrir al momento de la unión con el dipéptido y no 

antes, ya que no es posible formar al tripéptido cuando se su­

ministra D - valina o DL - valina (·3, 14, 36). 

El siguiente paso en la vía de formación de la penicilina 

consiste en la ciclización del tripéptido gracias a la enzima 

isopenicilina N sintetasa que da como resultado la formaci6n de 

isopenicilina N (1, 36, 66, 84, 100) (Figura 6, reaccidn 3). La 

isopenicilina N es una clase de penicilina formada por el nd -

cleo 6 - aminopenicil4nico unido al 4cido B aminoadípico. 

Como dltimo paso en la síntesis de penicilina ocurre el ill 



tercambio de la cadena lateral ac!lica unida al nrtcleo 6 - a -

minopenicilánico por algrtn ácido presente en el medio. de cult! 

vo. Esta reacción es catalizada por una penicilina acil trans­

ferasa y da como resultado la formación de diferentes tipos de 

penicilina segrtn el ácido que se incorpore al nrtcleo 6 - amin2 

penicilánico, como puede observarse en la tabla 1 (105, 129, 

140). 
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GLUTATION 

El glutatidn es un tripéptido ampliamente distribuído en 

la naturaleza. Se le ha detectado tanto en microorganismos corno 

en plantas y animales. Ha sido blanco de estudio de muchos gru­

pos de investigaci6n debido a su participaci6n en muchos fen6m~ 

nos biológicos tales como la síntesis de proteínas y DNA, tran! 

porte, actividad coenzim4tica y proteccidn celular (88, 91), 

En 1888 se aisl6 el glutatidn a partir de levaduras (111, 

112) y posteriormente, en base a estudios cristalogr4ficos y 

de s!ntesis se establecid-su estructura química como un tripép­

tido formado por los amino4cidos glut4mico, cisteína y glicina 

(L -y - glutamil - L - cisteinil - glicina) (Figura 7) (49, 52, 

53, 62). 

Metabolismo 

La s!ntesis y utilizacidn del glutatidn se ha relacionado 

con el ciclo glutamílico, constituído por una serie de reacci2 

nes catalizadas enzim4ticamente. A pesar de que la mayor 
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Figura 7.- F6rmula estructural del glutati6n. 

CH[ "CH 
a. 



parte de la informacidn existente tanto acerca de estas en~i -

mas como de las funciones de dicho ciclo in vivo se ha obteni 

do a partir de estudios realizados en tejidos de animales ma -

m!feros, existen evidencias de que el ciclo funciona en otros 

organismos vivos corno por ejemplo: levaduras (93), bacterias 

(35, 92, 132), insectos y plantas (21, 22, 41). 
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El glutatidn se sintetiza intracelularmente gracias a la 

acci6n consecutiva de dos enzimas: la y - glutamil transpepti­

dasa (Figura 8, reaccidn 1) y la glutatidn sintetasa (Figura 8, 

reaé:cidn 2). 

La ruptura del glutatidn es catalizada por la y - gluta -

mil transpeptidasa, enzima asociada a membranas, que transfie­

re el grupo y - glutarn!lico a ciertos aminoácidos aceptores,cQ 

rno por ejemplo: ciste!na,. glutamina, metionina y algunos dipéE. 

tidos (Figura 8, reaccidn 3). El glutatidn intracelular es 

transportado hacia la membrana plasmática·donde interactda con 

con la y - glutamil transpeptidasa, localizada en la superficie 

exterior de la membrana,1.a cual cataliza. la formacidn de los y­

glutamil aminoácidos. Estos a su vez son sustratos de la enzi­

ma y - glutamil ciclotransferasa (Figura 8, reaccidn 4),encar­

gada de convertir dichos compuestos a sus aminoácidos corres -

pendientes y 5 - oxo - prolina. La conversidn, dependiente de 

ATP, de la 5 - oxo - prolina a L - glutamato es catalizada por 

la enzima 5 - oxo - prolinasa (Figura 8, reaccidn 5).El dipép­

tido cisteinil - glicina formado en la reaccidn de transpepti-



Figura 8.- Metabolismo del glutatidn: l)y - glutamil - ciste!na 
sintetasa, 2)glutatión sintetasa, 3 y Ja)glutamil transpeptida­
sa, 4)glutamil ciclotransferasa, 5)5 - oxo - prolinasa 6 y 6a) 
dipeptidasa, 7) glutatión S - tran-sf-erasas-, 8) H--- acetilasa 9) 
glutatión peroxidasa, lO)transhidrogenasas, ll)GSSG reductasa, 
12)oxidación de glutatión por peróxido de hidrógeno o radicales 
libres. 
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daci6n, es cortado por una dipeptidasa ampliamente distribuída 

en los sistemas biol6gicos (Figura 8, reacción 6) liberando cis 

teína y glicina (88, 91). 

Las seis enzimas mencionadas anteriormente forman el ciclo 

y - glutarnílico, encargado de efectuar la síntesis y la degra-

daci6n del glutati6n. La transpeptidasa y la peptidasa involu-

eradas en el ciclo y - glutamílico funcionan adicionalmente en 

el metabolismo de conjugados del glutati6n s - substituídos, 

los cuales son compuestos formados enzim4ticamente al reaccio­

nar el glutati6n con ciertas substancias electrof!licas o bien, 

por la actividad de las glutatión transferasas (Figura 8, rea~ 

ci6n 7). 

La y - glutarnil transpeptidasa (Figura 8, reacci6n 3)remu~ 

ve el grupo y - glutamílico de los conjugados y las cistei-

nil - glicinas s - substitu!das resultantes son disociadas por 

la dipeptidasa (Figura 8, reacci6n 6a) dando como resultado a 

la ciste!na S - substituída, que a su vez puede sufrir N - ac~ 

tilaci6n (Figura 8, reacci6n 8) o alguna transpeptidación adi­

cional formando el derivado y - glutamilo correspondiente (Fi-

gura 8, reacción 3a). Esta ~ltima reacción se ha observado con 

sustratos tanto de or!gen exógeno como endógeno (9, 46). 

Por otro lado, el glutati6n es convert¡do a glutati6n di-
' 

sulfuro (GSSG) gracias a la acción de la enzima glutati6n pe -

roxidasa, encargada de catalizar la reducci6n del per6xido de 

hidr6geno y otros per6xidos (Figura 8, reacci6n 9).Adicional -



mente, el glutati6n también puede ser convertido a glutati6n 

disulfuro por medio de transhidrogenaci6n (Figura 8, reacci6n 

10). 

La reducci6n del glutati6n disulfuro a glutati6n es real! 

zada por la enzima glutati6n disulfuro reductasa utilizando 

NADPH (Figura 8, reacci6n 11). Existe adem~s la conversi6n ex­

tracelular de glutati6n a glutati6n disulfuro dependiente da 2 

x!geno que lleva a su vez, a la formaci6n de hidr6geno (Figura 

8, reacci6n 12). 

Regulaci6n de la s!ntesis de glutati6n 

Es posible ~ue la velocidad de la s!ntesis de glutatidn 

se vea afectada por la concentracidn intracelular de ciste!na 

(88). 

El dipéptido y - glutamil - ciste!na funciona como sus -

trato muy eficiente de la y - glutamil transpeptidasa y la 

y - glutamil ciclotransferasa adem~s de la glutati6n sinteta­

sa. Sin embargo, se ha sugerido que la s!ntesis de glutati6n 
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se protege al prevenir la destrucci6n del dipéptido intermedi~ 

rio y - glutamil - cister.na por medio de una coordinacidn o u­

ni6n entre las dos enzimas encargadas de sintetizarlo; es decir, 

la y - glutamil - ciste!na sintetasa y la glutati6n sintetasa 

(85, 86). 
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El hecho de que la y - glutamil - ciste!na - sintetasa p~ 

rificada a partir de hígado de rata sea inhibida por glutati6n 

bajo condiciones muy semejantes a las que ocurren in vivo (115) , 

indica que el glutatidn posee un mecanismo de retrorregulaci6n 

sobre su propia bios!ntesis,fisioldgicamente importante.Parece 

ser que el glutatidn retrorregula a la y - glutamil - ciste!na 

sintetasa al un!rsele tanto en el sitio que reconoce al 4cido 

glut4mico como al que reconoce a la ciste!na es decir; en for­

ma no alostérica. En base a que el glutatidn retroinhibe a la 

y - glutamil - ciste!na - sintetasa,y algunas observaciones re~ 

lizadas en pacientes que presentan 5 - oxoprolinuria causada 

por deficiencias en la síntesis de glutatidn y por consiguiente, 

a la ausencia de su efecto retrorregulador (65, 142),se ha po­

dido concluir que la enzima y - glutamil - cisteína sintetasa 

no actfia normalmente a su m4xima capacidad (88). 

Ha sido posible formar in Y!.Y2 an4logos de glutati6n cap! 

ces de inhibir la síntesis de dicho tripéptido gracias a la f! 

cultad de las sintetasas del glutatidn para interactuar con o­

tros amino4cidos (82, 98, 119). Estos estudios aunados a la uti­

lización de substancias inhibidoras de las enzimas involucradas 

en el ciclo y - glutam!lico, tales como la metionina sulfoximi­

na (102),han sido y seguir4n siendo muy fitiles en cuanto al es­

tudio del metabolismo y los mecanismos de acci6n de la.s enzimas 

relacionadas con el ciclo y - glutam!lico (45). Adicionalmente, 



los estudios realizaclos en pacientes que presentan alguna defi­

ciencia enzim4tica en el ciclo, también han sido de gran valor 

para el entendimiento de su funcionamiento. 

Funciones del glutati6n 
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El glutati6n es un tiol ampliamente distribu!do en la na­

turaleza. se encuentra virtualmente en todas las células vivie~ 

tes en concentraciones milimolares, as! como en flu!dos extra­

celulares entre los cuales cabe mencionar al plasma y a la san­

gre. Se le han adjudicado muchas funciones a este tripéptido 

tan abundante, las cuales ser4n expuestas en esta secci6n y se 

encuentran esquematizadas en la figura 9 (90). 

I.- Tr~nsporte de amino4cidos 

Las características que posee el ciclo y- glutam!lico hi•· 

cieron que se le postulara como un mecanismo de transporte de 

amino4cidos en tejidos animales. 

se ha postulado a la y - glutamil transpeptidasa, que se 
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Figura 9.- Funciones del glutati6n. l)transpeptidasa, 2)cilo­
transf~rasa, 3)oxoprolinasa, 41 glutamil - cistefna sintetasa, 
S)glutatidn sintetasa 6)dipeptidasa. AA)amino4cidos, X)compues 
to que reacciona con el glutati6n.· -

27 



' 
~~¡~'\? 

encuentra asociada a membranas celulares, como la enzima res -

ponsable de la translocaci6n de aminoácidos al interactuar ta~ 

to con los aminoácidos extracelulares como con el glutati6n i~ 

tracelular. Asimismo se ha propuesto a la y - glutamil ciclo -

transferasa como la enzima encargada de liberar los aminoáci -

dos de sus acarreadores y - glutarnílicos. 
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Las evidencias que apoyan el que el ciclo actae en la tran! 

locaci6n de aminoácidos residen en las siguientes observacio -

nes: 

1.- La administraci6n de aminoácidos a animales de laboratorio 

causa la ruptura de glutati6n (133). 

2.- La y - glutamil transpeptidasa cataliza la ruptura de glu­

tati6n ocasionada por la presencia de aminoácidos (8, 83). 

3. - Cuando se administran aminoácidos a ratones en presenc.ia 

de inhibidores de la y - glutamil transpeptidasa, las conc•en -

traciones de glutati6n no decrecen (128). 

4. - Existe la formaci6n de compuestos y - glutamil - aminoácli­

dos in vivo (104, 137). 

s.- La transpeptidasa se localiza en estructuras epiteliales 

involucradas en fen6menos de transporte entre los cuales cabe 

mencionar los tabulos renales proximales (6, 40), la mucosa ye 

yunal (29) y las ves!culas seminales, entre otros. 

6.- Existen altas concentraciones de glutati6n en las estruc -

turas epiteliales involucradas en fen6menos de transporte (16). 

7.- Existen evidencias acerca del transporte de y - glutamil -



aminoácidos hacia el interior de las células (91). 

e.- La velocidad a la cual decrece el nivel de glutati6n renal 

al administrar inhibidores de su síntesis baja al suministrar 

inhibidores de la transpeptidasa (91). 

9.- Existe una relaci6n directa entre el transporte de aminoá­

cidos y las actividades de las enzimas y - glutamil transpept! 

dasa, 5 - oxo - prolinasa y y - glutamil - ciste!na sintetasa 

en glándula manar:La de rata (138, 139). 

10.- Cuan&> se incorpora la transpeptidasa a ves!culas de fosfol!pidos 

o membranas de eritrocitos éstas estructuras son capaces de in­

ternalizar algunos aminoácidos (60, 123). 

Es importante notar que el ciclo y - glutam!lico no f unci2 

na en todos los tipos celulares y no es capaz de transportar a 

todas las clases de aminoácidos existentes (91). Los candidatos 

más factibles para ser introducidos a las células por medio de 

la y - glutamil transpeptidasa son la ciste!na y la glutamina 

aunque la afinidad presentada por la transpeptidasa con respec­

to a los aminoácidos neutros permitiría suponer que dicha enzi­

ma podr!a ser capaz de transportar a dichos aminoácidos·(l27). 

A pesar de que es necesario profundizar más acerca de la 

loca1izaci6n precisa de la y - glutamil transpeptidasa, exis -

ten evidencias de que ésta se encuentra localizada en el exte -

rior de las membranas celulares (69). El hecho de que la trans-
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peptidasa se localice de un lado de la membrana y su sustrato 

(el glutati6n) se encuentre en el lado opuesto, ha llevado a 

postular que exista un mecanismo encargado de transportar el 

glutati6n intracelular hacia la transpeptidasa unida al lado 

exterior de la membrana (90), lo que ha sido demostrado por e~ 

tudios realizados en células linfoides, hígados perfundidos y 

fibroblastos en cultivo. 

Los tipos celulares que poseen altos niveles de la trans­

peptidasa, como por ejemplo el riñ6n, transportan el glutati6n 

hacia dicha enzima unida a la membrana e internalizan los pro­

ductos de su acci6n enzimática. Sin embargo, los tejidos que 

no poseen altos niveles de transpeptidasa, como por ejemplo el 

masculo, liberan el glutatidn hacia el exterior de la célula 

(90). 

II • - Transhid rogenaeion 

Existen algunas funciones metab6licas y fisiol6gicas que 

involucran intercambios de tipo tiol - disulfuro. Cabe mencio­

nar por ejemplo la síntesis y degradaci6n de proteínas, activ~ 

cidn e inactivaci6n enzim4tica, síntesis de intermediarios pa­

ra la formaci6n de DNA y reducci6n de cistina. Puesto que el 

glutati6n es un tiol muy abundante en la naturaleza, se ha perr 

sado que muchas de las reacciones anteriormente mencionadas lo 

podr!an requerir como agente reductor. Esta hipdtesis ha sido 
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confirmada al detectar actividades enzim4ticas que dependen del 

glutati6n para realizar sus funcionea reductoras¡ tal es el ca­

so de la reducci6n de homocistina (107), cistina (94), disulfu­

ros protéicos de bajo peso molecular (31), insulina (134, 135) 

y la formaci6n de desoxirribonucle6tidos (90). 

III.- Conjugaci6n del glutatidn 

a) Compuestos ex6genos 

El glutati6n es capaz de reaccionar con una gran variedad 

de compuestos ex6genos formando conjugados (26, 56).La interaE 

ci6n de dichos compuestos de origen extraño con el glutati6n 

puede ocurrir espont4neamente o por medio de las glutati6n - S 

- transferasas (Figura e, reacci6n 7). Los conjugados son con­

vertidos a 4cidos mercaptGricos por medio de una serie de reaE 

ciones iniciadas por la y - glutamil transpeptidasa (Figura 8, 

reacci6n 3) en la cual el grupo y - glutamilo del conjugado es 

transferido a un aceptar y el compuesto cisteinil - glicina re! 

tante es convertido gracias a la acci6n de la dipeptidasa (F! 

gura 8, reaccidn 6a) al conjugado ciste!nico correspondiente, 

el cual se N - acetila para formar finalmente un 4cido mercap­

tGrico (Figura 8, reacci6n 8) y excretarse en la orina o heces. 

Las glutati6n s - transferasas se encuentran en grandes 

cantidades en varios tejidos animales as! como en plantas e ill 
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sectos (28, 91). Son idénticas a las ligandinas, reconocidas! 

nicialmente como prote!nas capaces de unir compuestos anidnicos 

(48, 63), con el fin de transportarlos del plasma sangu!neo a 

las células hep4ticas (110). Su importancia reside en que fun­

cionan como detoxificantes celulares. 

b) Compuestos enddgenos 

A pesar de que la mayor!a de los estudios sobre la conju­

gacidn del glutatidn ha versado acerca de la detoxificacidn 

de compuestos extraños, se ha observado que también existen co~ 

jugados con metabolitos enddgenos. Por ejemplo: la formacidn 

del leucotrieno D (substancia anafil4ctica de liberacidn lenta), 

involucra la adicidn de glutati6n al leucotrieno A y la subse­

cuente liberaci6n del grupo y - glutamilo gracias a la accidn 

de la y - glutamil transpeptidasa (99). El leucotrieno D cent! 

naa su metabolismo gracias a la dipeptidasa, que lo convierte 

en la ciste!na S - substitu!da correspondiente liberando a la 

glicina. Ocurren reacciones similares en el metabolismo de es­

teroides y prostaglandinas; estas rtltimas son metabolizadas y 

excretadas como sus ciste!nas - N - acetil - S - substitu!das 

correspondientes (24, 91, 109). Se desconocen con precisión las 

v!as seguidas por los compuestos enddgenos metabolizados v!a 

derivados de glutatidn. Existen algunas indicaciones de que e~ 

tos compuestos poseen funciones fisioldgicas importantes, co­

mo por ejemplo, la 5 - S - glutatidn DOPA formada en los mela-



nocitos que parece ser intermediaria en la incorporacidn de a­

zufre a los pigmentos melan!nicos (91). 

IV.- Funciones coenzim4ticas 
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Existen varias reacciones enzim4ticas en las cuales el gl~ 

tati6n participa como coenzima. La m4s conocida es la reacción 

de glioxilasa en la que el compuesto formado por la interacci6n 

no enzimática entre el metil glioxal y el glutatidn es conver­

tido a S - lactil - 9lutati6n gracias a la glioxilasa I y, Pº! 

teriormente, a D - lactato por la accidn de la glioxilasa II 

(17, 32). 

Otras reacciones que requieren glutatidn son las cataliza­

das por la maleil acetoacetato isomerasa y la formaldeh!do des­

hidrogenasa (121, 122), as! como las catalizadas por la prosta­

glandina endoperdxido D isomerasa y E isomerasa (91). 

La deshidroclorinacidn del DDT es catalizada por una enzi­

ma dependiente de glutatidn encontrada en las moscas1 aparente­

mente, el DDT reacciona con el glutatidn formando un intermedi,! 

rio que da lugar a la s!ntesis de un producto deshidroclorina­

do, HCl y glutati6n,que en esta forma carece de toxicidad. 



v.- Consideraciones adicionales 

Se le han adjudicado al glutati6n y a su metabolismo fun -

ciones protectoras contra las radiaciones y el c4ncer, as! como 

un papel regulador del metabolismo del calcio en mam!feros (47, 

58, 89, 91, 114). 

Adicionalmente, se ha planteado la posibilidad de que el 

ciclo y - glutam!lico funcione en la translocaci6n de neurv -

tr~nsmisares formados por amino4cidos (87, 91). 

Por otra parte, estudioE realizados con celenterados, han 

mostrado que el glutati6n es capaz de activar ciertas respues­

tas nutricionales en las hidras, las cuales consisten en abrir 

la boca.y mover los tent4culos (71, 72). Este tipo de descubri­

mientos son muy interesantes pues podr!an sentar las bases para 

algan modelo elemental de neurotranEtDisi6n (88). 

Otro posible papel fisiol~gico del ciclo y - glutam!lico 

es la conversi6n de la ciste!na libre en una forma menos dispo­

nible para la formación de prote!nas, con el fin de controlar 

la velocidad de la síntesis de prote!nas (88) • Se ha postulado 

que los amino4cidos extracelulares penetran a la célula y est! 

mulan la ruptura del glutatión, catalizada por la transpeptid~ 

sa, y aumentan la disponibilidad de ciste!na para la síntesis 

de prote!nas. Por lo tanto, el ciclo y - glutam!lico estar!a 

regulando la velocidad de s!ntesis de prote!nas al limitar o 
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proveer de ciste!na a las células (88J. 

VI.- Utilizacidn industrial del glutati6n 

Adem4s de todas las funciones metab6licas y fisiológicas 

del glutatidn citadas hasta este momento, as! como sus posibles 

aplicaciones en el futuro para el tratamiento de enfermedades 

como el c4ncer, cabe mencionar que el glutati6n se utiliza in­

dustrialmente en la producci6n de medicinas destinadas al tra­

tamiento de pacientes que sufren de cirrosis, insuficiencia he­

pática y hepatitis, debido a su activ'idad como detoxificante 

hep4tico y reconetructor de los grupos sulfhidr!licos de los 

sistemas enzim4ticos localizados en el hígado (116). 
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Bloqueos y deficiencias del ~ y - glutam!lico 

Una de las enzimas que ha sido bloqueada artificialmente 

es la 5 - oxo - prolinasa (130, 131, 133)¡ sin embargo, dicho 

bloqueo no afecta al funcionamiento del ciclo ya que hay otras 

v!as alternativas para la formaci6n del 4cido glutamico, como 

por ejemplo: la hidr61isis de la glutamina y la transaminaci6n 

del ácido a - cetoglut4rico (88) • 

Se han detectado bloqueos genéticos en la enzima glutatiOn 

sintetasa en pacientes que presentan 5 - oxo - prolinuria; no 

obstante, estos bloqueos no se han podido asociar con defectos 

en el transporte de amino4cidos, debido a que la y - glutarnil -

cisterna puede actuar como donador de grupos y - glutam!licos 

para ser utilizados por la transpeptidasa. Por otra parte, un 

bloqueo en la y - glutamil - cisterna sintetasa podr!a detener 

el funcionamiento del ciclo ya que prevendría la s!ntesis de 

glutati6n y de y - glutamil - cisterna ocasionando, por cona! 

guiente, la ausencia de compuestos donadores de grupos y - glu­

tam!licos. Se han detectado dos pacientes que presentan este 

tipo de deficiencia enzim4tica (67, 113), cuyos s!ntomas fueron 

bajas concentraciones de glutati6n en eritrocitos, mal funcion! 

miento del sistema nervioso central y arninoaciduria. 

Los estudios efectuados con respecto a la y - glutamil 

transpeptidasa no han permitido llegar a una conclusi6n defini­

tiva pues el paciente en el cual se ctetect6 la deficiencia de 
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dicha enzima (120), no fue estudiado con respecto a las posibles 

implicaciones de una deficiencia en transpeptidasa sobre el 

transporte de amino4cidos. 

Al considerar a los diferentes errores innatos del ciclo 

y - glutam!lico que han sido detectados en humanos, es intere­

sante notar que en ningdn caso se ha detectado la ausencia ao­

soluta de alguna ae las actividades enzimaticas que lq constit~ 

yen ni la ausencia total de glutati6n. Es posible que el gluta­

ti6n aGn en muy bajas concentraciones sea suficiente para mant~ 

ner las funciones en las cuales se ve involucrado.Por otro lado, 

estudios realizados con agentes que depletan de glutati6n han 

indicado que concentraciones muy bajas de dicho trip~ptido par~ 

cen ser efectivas para la protecci6n celular (88). 

Se han encontrado en !!_ coli cepas mutantes deficientes en 

las actividades de y - glutamil - ciste!na sintetasa y glutati6n 

sintetasa (Figura 8) (11, 12 ,38). El crecimiento de dichas mutar.­

te~ fue normal: sin embargo,estas cepas presentaron mayor sena! 

bilidad que sus cepas progeni t.oras a algunos antibi6ticos y 

reactivos químicos. Pc•t' lo tanto, aunque el glutati6n no es un 

factor indispensable para el crecimiento, si posee funciones 

protectoras de irr.foxtancia. 
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REGULACION NITROGENADA 

Los microorgar.isrr.os son capaces de sintetizar una gran v.!! 

riedad de metabolitos requeridos para su crecimiento, desarrollo 

y supervivencia (5). La existencia de mecanismos que regulan los 

procesos metabolicos presentados por los microorganismos, perm! 

te a éstos responder eficientemente a cambios nutricionales oc~ 

rridos en su medio ambiente.Algunos de los metabolitos produci­

dos son de gran inter~s para el hombre ya que poseen caracter!s~ 

ticas importantes para su aplicacidn en la medicina humana, me­

dicina veterinaria, agricultura e investigacidn (Tabla 2) (18). 

La regulaci6n de la produccidn, mediada por microorganismos, 

de metabolitos que presentan interés industrial se efectda por 

medio de dos clases de control: 

a) procesos regulatorios generales que operan en funcidn de la 

tasa de crecimiento. 

b) efectos regulatorios que actdan sobre las v!as sint~ticas e! 

pec!ficas de cada metabolito tales como 1nducc16n, regulaci6n 

catab6lica y retrorregulaci6n. 

Estudios realizados por varios grupos de trabajo han indi­

cado que la produccidn de una gran variedad de metabolitos qqe 

presentan interés comercial tales como los antibidticos, se ve 

af~ctada por las concentraciones de carbono, nitrdgeno, fosfa-



MEDICINA HUMANA 

Antibi6ticos de aplicaci6n terap~utica en hwnanoa. 

Substancias que afectan actividades fisioldgicas. 

AGRICULTURA 

Substancias que actllan contra patógenos de plantas. 

Substancias que act1lan como insecticidas. 

Substancias que regulan el crecimiento en animales. 

MEDICINA VETERINARIA 

Antibi6ticos de aplicacidn terap~utica en animales. 

Substancias que promueven el crecimiento en animales. 

INVESTIGACION 

Substancias 1ltiles para la elucidaci6n de procesos bioldgicos 

a nivel molecular. 

TABLA 2.- Aplicacidn de algunos metabolitos producidos por 

ciertos microorganismos. 
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to y a·zufi;e en el medio de cultivo (78). 

El nitrdgeno es un elemento encontrado en una gran varie­

dad de compuestos y en la mayor!a de las macromoléculas comple­

jas que constituyen a las células de los organismos vivos. Las 

prote!nas y los 4cidos nucléicos son especialmente ricos en ni­

tr6geno, raz6n por la cual no es sorprendente que las células 

posean v!as metabdlicas que les permiten asegurarse fuentes con! 

tantea de nitrdgeno para crecer (79). 

El estudio del metabolismo nitrogenado presentado por los 

microorganismos productores de metabolitos con interés indus­

trial posee una gran importancia tanto en el aspecto aplicado 

corno en el b4sico ya que FOr un lado, si tomamos en considera­

ci6n que el factor principal para la producci6n de alguna subs­

tancia es el microorganismo mismo, el conocimiento y manejo de 

los factores que influyen sobre su capacidad para sintetizar 

dicha substancia constituyen una herramienta de gran valor para 

el establecimiento de las bases tecnoldgicas de su produccidn 

a gran escala1 mientras que por otro lado, el estudio acerca de 

la fisiolog!a de los sistemas bioldgicos es interesante por s! 

mismo (34). 

Estudios realizados por varios grupos de i~vestigacidn han 

indicado que la produtcidn de metabolitos con interés industrial 

se ve af~ctada por la concentracidn de nitrdgeno en el medio de 
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cultivo (5). 

La produccidn de estreptomicina por .2.:., 9!.!~ es alta al 

utilizar como fuente de nitrdgeno a la harina de soya. Por otra 

parte, al crecer -ª.!. ~ en un medio químicamente definido que 

contiene prolina y sulfato de amonio, la produccidn de novobio­

cjna ocurre una vez que los iones de amonio han sido consumidos. 

Al incrementar la concentracidn de amonic, la producción del arr 

tibidtico se reduce un 90%, mientras que al substituir el sulf! 

to de amonio por altas concentraciones de prolina, la producci6n 

de novobiocina es mayor (5). 

En cuanto a la producci6n de gra~icidina S por !!..:_ brevi!, 

se requiere una combinaci6n de cinco amino4cidos para obtener 

un buen crecimiento1 sin embargo, es necesaria la adicidn de fe 

nilalan:i.na para adquirir una buena producci6n del antibidtico (5). 

La producoidn de actinomicina D por a:_ parvulus se ve afe~ 

tada favorablemente al adicionar al medio de cultivo algunos a­

mino4cidos como fuente de nitrdgeno. La combinacidn de histid! 

na y 4cido glut4mico permitid una excelente producci6n de actin2 

micina o. Fuentes inorg4nicas de nitrdgeno tales como nitratos, 

nitritos y algunas sales de amonio redujeron la produccidn del 

antibidtico. 

La produccidn de cefalosporina por -ª.!. clavuligerus se ve 

aumentada al suplementar el medio de cultivo con ciertos amin2 

4cidos o urea (5). 

Lds efectos que poseen la!! mol4foulas nitrogenadas sobre 



la producci6n de rnetabolitos con inter~s industrial pueden di­

vidirse en dos: control negativo y control positivo (44). 

Control negativo 

Los tipos de control negativo ejercidos por los metaboli­

tos nitrogenados pueden dividirse en dos: 

42 

1.- Efectos inhibitorios causados por un solo amino4cido sobre 

la producción y transporte de precursores del metabolito de in­

ter~s. 

2.- Efectos mediados por los mecanismos de la regulación nitro­

genada en general. 

Algunos ejemplos acerca del efecto negativo que presentan 

ciertos amino4cidos sobre la producción de compuestos precursQ 

ros en la síntesis de algunos antibi6ticos, son los conocidos 

casos acerca de las interacciones inhibitorias efectuadas por 

la lisina y el triptofano sobre la s!ntesis de penicilina y can 

dicidina respectivamente. Estos efectos retrorreguladores son 

ejercidos sobre la s!ntesis de los intermediarios de los anti­

bióticos mencionados anteriormente; los ácidos a aminoad!pico 

y p - aminobenzdico respectivamente. Pueden interpretarse de 

manera similar a estos ejemplos los efectos negativos ejerci­

dos por el triptofano y la ciste!na sobre la formación de ac­

tinomicina y estreptotricina respectivamente. 

La inhibici6n producida por un amino4cido determinado 
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puede ser eliminada al seleccionar mutantes resistentes a aná­

logos de dicho aminoácido, tal como ha sido el caso de la pro­

ducci6n de candicidina por§.:_ griseus (44). 

Otra forma por medio de la cual los aminoácidos pueden e­

jercer un efecto negativo sobre la producci6n de algunos meta­

bolitos de interés comercial se basa en los efectos de dichos 

aminoácidos sobre el transporte de los compuestos precursores 

del metabolito de interés. En f.:_ acremonium, por ejemplo, la 

inhibici6n de la producci6n de cefalosporina ejercida por la 

ciste!na puede deberse a la inhibici6n de la entrada de metio­

nina la cual, a su vez, estimula la formaci6n del antibi6tico 

(95). 

El hecho de que la regulaci6n nitrogenada juegue un papel 

en la bios!ntesis de los antibi6ticos ha sido enfatizada por 

los estudios de Aharonowitz y Demain· (4), quienes demostraron 

que el amonio en altas concentraciones interfiere con la forma­

ci6n de cefalosporina en Streptomyces clavuligerus. El efecto 

negativo ejercido por el amonio se expresa cuando éste es adi­

cionado a tiempos tempranos del crecimiento de los microorgani! 

moa; es decir, no se observa el efecto de inhibici6n por amonio 

cuando el antibi6tico ya ha comenzado a producirse. En base a 

esta observacidn, se ha deducido que la inhibicidn de la biosí~ 

tesis de cefalosporina ejercida por el amonio no se debe a la 

inhibicidn de la actividad de las antibidtico - sintetasas, si-



no que se encuentra afectando algQn proceso que ocurre m~s tem­

pranamente, como por ejemplo, la formación de las antibiótico 

sintetasas o algQn otro paso metab6lico requerido para aumentar 

la producci6n (30). 

Al unir varioo r.e~ortes aislados en la literatura, ha sur­

gido una observación, la" cual propone que altas 00D::e11traciones de a-
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monio o de ciertos amino~cidos pueden reprimir la s!ntesis de 

algunos antibi6ticos, entre los que se encuentran rifampicina 

(59), cloranfenicol (143), actinomicina (30) y leucomicina (96). 

Es posible que el efecto negativo ejercido por el amonio 

y algunos de sus productos sobre la fqrmaci6n de ciertos anti­

bidticos, sea el mismo fen6meno de represi6n catab6lica nitro­

genada que se ha repórtado como controlador de ciertas v!as 

metabdlicas tales como el catabolismo de purinas, arginina, hi~ 

tidina, transporte de urea y s!ntesis de nitrato reductasa en 

algunos microorganismos (5). 

El mecanismo por el cual opera la represidn catabólica ni­

trogenada no se conoce detalladamente; sin embargo, se ha pro­

puesto que en Neurospora, la glutamina es el metabolito efector 

de dJ.cho fen6meno (79), en base al estudio del efecto de varios 

metabolitos nitrogenados sobre la inducción de la enzima nitrato 

reductasa. El amonio por s! solo result6 ser inefectivo como un 

metabolito represor ya que al adicionar dicho compuesto a mutan. 

tes ~ (las cuales carecen de glutamato deshidrogenasa, enzima 

catalizadora de la formaci6n de 4cido glut~ico a partir de a-
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monio), no causd represidn sobre la nitrato reductasa; sin em­

bargo, la adicidn de amonio y 4cido glutá'.mico a esta clase de 

mutante si ocasiond la represidn de nitrato reductasa. En forma 

similar, en mutantes gln (las cuales carecen de glutamino sin­

tetasa, enzima .catalizadora de la formacidn de glutamina a par­

tir del 4cido glutá'.mico), la adicidn de amonio o glutamato, no 

ejerce su efecto represor sobre la nitrato reductasa, mientras 

que la adicidn de glutamina s! ocasiona la represidn de la sín­

tesis de la nitrato reductasa. Adicionalmente, el efecto repr~ 

sor de la glutamina si puede observarse en mutantes incapaces 

de metabolizar a dicho amino4cido por lo tanto, no se requiere 

del metabolismo de glutamina para la represidn de la enzima ni­

trato reductasa (79).Algunos compuestos nitrogenados tales como 

el amonio, el 4cido glutá'.mico y otros amino4cidos pueden ser co~ 

vertidos a glutamina y as!, en forma indirecta reprimir la sín­

tesis de las enzimas reguladas por el fendmeno de represidn ca­

tabdlica nitrogenada, La glutamina ejerce su efecto a nivel tran~ 

cripcional ya que su adici6n previene la acumulaci6n del RNA 

mensajero de las enzimas nitrato reductasa y uricasa (79). 

A pesar de la gran cantidad de estudios que se han reali­

zado. con el f ~n de entender el mecanismo por el cual opera la 

represi6n catabdlica nitrogenada, se desconoce la accidn de ge­

nes adicionales que pudieran estar involucrados en este tipo de 

regulacidn. Se ha establecido que en Neurospora ~ y en 

Aspergillus nidulans el producto de los genes nit - 2 y ~A re~ 
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pectivamente, poseen efectos positivos sobre las enzimas regu­

ladas por el fen6meno de represi6n catablSlica nitrogenada (79). 

Uno de los mecanismos propuestos para la represi6n catab~lica 

nitrogenada en !!..:. ~ sugiere que la glutamina es un metabo­

lito represor que interactda con el producto génico de !!!.!:. - 2, 

convirtiéndolo a una forma inactiva. De acuerdo a este punto de 

vista, al disminuir la concentraci6n de glutamina, el producto 

génico de !!!! - 2 asume una confqrmaci6n activa y se une a sitios 

de reconocimiento ady¡¡¡~entes a los genes estructurales de las 

enzimas reguladas por el fenómeno de la represi6n catab6lica n! 

trogenada, permitiendo en esta forma, su expresión (79). 

Recientemente, se ha propuesto un nuevo modelo acerca del 

mecanismo de acci6n de la represión nitrogenada. En base a la 

obtenci6n de dos tipos de mutantes de !i:_ ~ denominadas 

!!!!!5 - 1 y ~ - 5, las cuales son insensibles a la represi6n n! 

trogenada mediada por glutamina con respecto a la producción 

de la desaminasa extracelular. El modelo postula que el gene 

.!!!j: - 2 codifica un efector positivo responsable de la expre­

sión de los genes regulados por la represidn nitrogenada y que 

la glutamina no es capaz de ejercer su efecto represor en auserr 

cia de los productos génicos.!!!!!!' -1 o~ - 5 funcionales. En 

vista de que las mutaciones ~ - l y ~ - 5 parecen ser alelos 

de un solo gene, el modelo se desarrollar!a de la siguiente m~ 

nera: 

Existe un gene denominado !!!!!E - 1 el cual, codifica una 
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prote!na que al combinarse con la glutamina, reprime la trans­

cripci6n del gene !!.!.!: - 2. En ausencia del producto .!!.!S - 2, los 

genes estructurales sujetos a su control, no se transcriben. 

La alteraci6n del gene !'.!!!!: - l por alguna mutacidn podr!a estar 

afectando su habilidad de prevenir la transcripcidn del gene 

n!!: - 2 y por lo tanto, perder!a su acci6n como agente represor 

de la regulaci6n catab6lica nitrogenada. Sin embargo, se requi~ 

re de mayor experimentaci6n para aclarar los mecanismos por los 

cuales actaa el fendmeno de represidn nitrogenada.(144) 

Control positivo 

Se.ha reportado que ciertos amino4cidos pueden ejercer e­

f~ctos estimulatorios sobre la produccidn de metabolitos con in 

terés comercial. Sin embargo, ha sido dif!cil elucidar la natu­

raleza de los ef~ctos estimulatorios presentados por los amino4-

cidos. 

Generalmente, los amino4cidos con accidn inductora deben 

ser agregados durante la fase temprana de crecimiento para que 

puedan ejercer su efecto estimulador, Este hecho sugiere que los 

amino4cidos pueden ser capaces de provocar la selecci6n de cief 

tos programas metalXSlicos alternativos del desarrollo celular. 

Un ejemplo de induccidn ejercida por un amino4cido precursor , 

es la producci6n de alcaloides estimulada por el triptofano (68). 

Algunos amino4cidos o compuestos nitrogenados parecen ser 
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estimuladores de la produccidn de algdn metabolito de interds 

industrial debido a su accidn como activadores de la diferenci~ 

ci6n m4s que a su papel como precursores. Cabe citar como ejem­

plos el efecto de la metionina sobre la producci6n de cefalos­

porina y clel bencil tiocia.nato en la formaci6n de clortetracicl!, 

na y paruamicina en Stre~tomyces alboniger (44). 

Los estudios realizados por Gr!fe y colaboradores (43) , han 

revelado que el !cido ant.ra:n!lioo (OABA) , sin ser precursor de 

la síntesis de estreptotricina, estimula la produccidn de dicho 

antibidtico. El efecto del OABA reside en la disminuci6n del n!, 

vel de la citocromo oxidasa a, ocasionando una restriccidn en 

la desaminaci6n oxidativa y en consecuencia, una mayor disponi­

bilidad de amino4cidos precursores en la formaci6n del antibid­

tico. 

Por otra parte, se ha encontrado que la adici6n de amonio 

en altas concentraciones a cultivos de .2.:.. griseus y de §...:.. ~ 

nonotensis 3966, productores de estreptomicina (145) y de nan! 

omicina (146) respectivamente, incrementa la producci6n de d!, 

chos antibidticos. Sin embargo, se desconocen hasta este momen 

to las bases de la estimulacidn ocasionada por el amonio; es 

posible que dicha activacidn en la produccidn de los antibidt! 

cos se deba a mecanismos de induccidn por parte de algan ami­

no4cido fqrmado a partir del amonio como ocurre en el caso de 

la producci6n de alcaloides mencionada anteriormente.Ser! nece­

sario realizar m!s experimentos con el fin de elucidar la nat,!! 



raleza del efecto positivo ejercido por el amonio en los ejem­

plos citados. 
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En base a los ejemplos anteriores, es posible concluir que 

la sobreproducci6n de ciertos aminoácidos precursores o estim~ 

ladores puede mejorar la producci6n de algunos metabolitos que 

presentan interés comercial. Muchos microorganismos utilizados 

industrialmente presentan errores en su metabolismo, los cuales 

favorecen la producci6n excesiva de aminoácidos estimuladores 

(44). 

El desarrollo de estrategias que hagan uso racional de la 

gendtica podr4 ser de gran utilidad para el mejoramiento de la 

producci6n mediada por microorganismos, de substancias que pr~ 

senten inteds industrial ( 44.) • 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El conocimiento y manejo de los factores que influyen so-
J 

bre la capacidad de los microorganismos para producir substan-

cias de interés comercial constituye una herramienta de gran 

valor para el establecimiento de las bases tecnoldgicas de la 

producci6n a gran escala o bien, del mejoramiento de los proce­

sos ya existentes. 

El glutatidn es un tripéptido que posee muchas funciones 

dentro de los organismos vivos, adem!s de servir como agente t! 

rapéutico para curar algunos trastornos del funcionamiento he-

p4tico. 

La observaci6n realizada por Kaszab y colaboradores (61) 

con respecto a la gran similitud existente entre la estructura 

química del dipéptido precursor de la bios!ntesis de penicili­

na y el dipéptido inicial de la bios!ntesis de glutatidn, que 

lo llevd a postular la hipdtesis de que ambos dipéptidos pudi! 

tan ser sintetizados por la misma enzima, ha despertado el in­

terés de nuestro grupo de trabajo con respecto al estudio de 

la regulaci6n de la formacidn tanto del glutati6n como de la 

penicilina. 

En estudios realizados previamente en nuestro laboratorio 
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(136), se midieron las concentraciones de glutati6n presentes 

en el hongo Penicillium chrysogenum tanto en esporas como a di­

ferentes tiempos de cultivo. Sin embargo, dichos estudios cubri~ 

ron solamente el intervalo de tiempo situado entre las 12 y las 

72 horas de cultivo. En vista de que en esos estudios, la con­

centraci6n de glutati6n contenida en las esporas era aproximad! 

mente la misma que la encontrada a las 12 horas de cultivo y, a 

partir de este punto, la concentraci6n del tripdptido comenzaba 

a disminuir a medida que avanzaba el tiempo de cultivo, decidi­

mos medir las concentraciones de glutati6n a tiempos cortos de 

cultivo1 es decir, entre las cero y las doce horas para saber 

si el glutati6n contenido originalmente en las esporas se degr! 

da y resintetiza inmediatamente al poner las esporas en contac­

to con el medio de cultivo o, se comienza a degradar el tripép­

tido a partir de las 12 horas de cultivo. 

Al unir los resultados del experimento mencionado anterio­

mente con los datos obtenidos previamente en nuestro laborato­

rio, logramos obtener un panorama completo acerca de la produc­

ción de glutati6n con respecto al tiempo de cultivo bajo con­

diciones estandarizadas de crecimiento. 

En base a gue la producción de algunas substancias que pr~ 

sentan interds industrial, las cuales son elaboradas por ciertos 

microorganismos, se ve af~ctada por la concentración de amonio 

en el medio de cultivo, decidimos estudiar el efecto de diferea 



tes concentraciones de amonio sobre la producci6n de glutatidn, 

una vez establecido el perfil completo de producci6n bajo con­

diciones estandarizadas de cultivo. 
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OBJETIVO 

En base a que la produccidn de al9unas substancias que pr~ 

sentan interds industrial, las cuales son elaboradas por micro­

or9anismos, se ve afectada por las concentraciones de amonio 

presentes en el medio de cultivo y, a la importancia tanto fi­

siold9ica corno terapdutica que posee el glutatidn, decidimos 

estudiar el efecto de dif~rentes concentraciones de amonio so­

bre la formacidn de dicho tripéptido en el hongo Penicillium 

chrysoqenum. 



MA'l'ERIAL r METODOS 

MATERIAL BIOLOGICO 

a.- Penicillium chryso2enum NRRL .- 1951 ~- Microorganismo em -

pleado para el estudio de la produccidn de 9lutati6n y penici­

lina. 
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b.- Sarcina ~ NRRL ·- B - .1018t- Cepa utilizada para la cua!!. 

tificacidn de penicilina. 

* Ambas cepas fueron proporcionadas por el Aqricultural Research 

Service Culture Collection, Northern Regional Research Laborat~ 

·ry, Peoria, Ill. U.S.A. 

c.- Glutatidn reduotasa (extra!da de levadura).- utilizada para 

la cuantificacidn de glutati6n. Obtenida de Sigma Chemical Co. 

REACTIVOS QUIMICOS 

El glutati6n, 4cido 5,5 1 ditio - bis - nitrobenz6ico (DT_ 

NB) y a - NADPH' (sal tetras6dica) fueron obtenidos de Sigma 

Chemical Co. 



MEDIOS DE ALMACEN!IMIENTO 

El Penicillium chrysogenurn se conserv6 en placas conte -­

niendo un medio cuya composici6n por litro es la siguiente: 

Peptona 10.0 g 

Dextrosa 20.0 q 

Extracto de levadura l.O q 

Agar 15.0 g 

La Barcina ~ se conserv6 en placas conteniendo un me­

dio cuya composici6n por litro es la siguiente: 

·Peptona 6. o q 

Extracto de levadura 3.0 g 

Extracto de carne 1.5 g 

Agar 15.0 g 

MEDIO PARA CUANTIFICAR ANTIBIOTICO 

La composici6n del medio empleado para la cuantif icaci6n 

de penicilina es el mismo qup se utiliz6 para la conservaci6n 

de la Sarcina .!.!!!:!!· 
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MEZCLA DE SALES JARVIS Y JOHNSON lOX ( J,J, - lOX ) 

La mezcla de sales utilizada para los aedios de cultivo 

del Penicilliwn chrysoqenwn se prepard de acuerdo a lo report! 

do por Jarvis y Johnson (57) pero diez veces m4s concentrada 

( lOX ), La concentraci6n de sales por litro est& representada 

en la tabla 3. 

MEDIO DE PRODUCCION 

La composici6n por litro del medio de producci6n d~ glut~ 

ti6n y penicilina es la siguiente1 

Sales J,J, lOX 100.00 ml 

Acido f~nil acético o.so g 

Cloruro de amonio 

Acetato de sodio 

Lactosa* 

Glucosa* 

*Esterilizadas por separado 

0.53 9 

3.20 9 

30.00 9 

10.00 9 

El pH se ajusta a un valor de 6.8 - 6.9 con hidrdxido de 

sodio 10 N. 

En los casos en los cuales el microorganismo fue crecido 

en presencia de altas concentraciones de alguna sal de amonio, 

se disolvid la cantidad de amonio requerida segttn la ocasidn 
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Fosfato Monob4sico de Potasio 

KH2Po4 J.oo gil 

Sulfato de Magnesio Heptahidratado 

Mgso4• 7H2o 0.25 q/l 

Sulfato de Fierro Heptahidratado 

Feso4• 7H2o 0.10 q/l 

Sulfato de Cobre Pentahidratado 

cuso4.sH2o o.oos q/l 

Sulfato de Zinc Heptahidratado 

znso4• 7H2o 0.02 q/l 

Sulfato de Sodio 

Na2so4 o.so g/l 

Sulfato de Manganeso Hidratado 

Mnso4.H2o 0.02 g/l 

Cloruro de Calcio Dihidratado 

CaC12.2H20 o.os q/l 

TABLA J.- Concentracidn de sales por litro reportada por Jar -

vis y Johnson para el medio de produccidn del Penicillium 

chrysoqenum. 



en agua bidestilada y se le ajustd el pH antes de auregarse al 

medio de produccidn. 

CULTIVO EN MEDIO DE PRODUCCION 

Para inocular a los matraces, se prepard una suspensi6n 
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de esporas del Penicillium chrysogenum cuya D.O. fue de 1.5 a 

540 mn. Dicha suspensidn se añadid al 2• ( v/v ) a matraces con 

capacidad de 125 ml conteniendo 25 ml de medio de produccidn. 

Los matraces se incubaron a 29°C con agitaci6n rotatoria 

a 165 revoluciones por minuto. 

En cada experimento se emplearon dos matraces para cada 

tiempo de incubación y .Para cada condicidn analizada. 

CUANTIFICACION DE CRECIMIENTO 

La cuantificación del crecimiento se realizó mediante la 

medicidn de la prote!na micelial formada a tiempos diferentes 

en cada una de las condiciones experimentales empleadas. Las 

determinaciones se hicieron de la siguiente manera1 

Para cada condicidn se tomd 1 ml de muestra el cual se 

centrifuo1 a 7000 rpm qurante 10 minutos; el sedimento se re -

suspendió en l ml de 4cido tricloroacético al 5% ( p/v ) y se 



sometid a homogeneizaci6n mecánica en un aparato modelo K45 de 

tri - R - Instrwnents a velocidad 2. Se agregd 1 ml adicional 

de ácido tricloroacdtico al vaso de homogeneizacidn con el fin 

de recuperar la prote!na residual. El homogeneizado se centr! 

fugd durante 10 minutos a 7000 rpm, se elimind el sobrenadante 

mediante succidn con una pipeta Pasteur: el sedimento se resu! 

pendid en l ml de hidrdxido de sodio 0.4 N ( p/v ) del que se 

tomaron al!cuotas de 200 µl y se aford a un mililitro con agua 

bidestilada para cuantificar prote!na por el mdtodo de Lowry 

(75). Se utilizd como referencia una solucidn de albt1mina sdr! 

ca bovina. 

CUANTIFICACION DE ANTIBIOTICO 

En el sobrenadante de las muestras obtenidas correspon -­

dientes a los diferentes tiempos de cultivo, se determind la 

concentraci6n de penicilina mediante el mdtodo de difusidn en 

agar con Barcina lutea como microorganismo de prueba (10 ,73). 

La curva patrdn se realiz6 con soluciones de bencil - pe­

nicilina a diferentes concentraciones 1 0.1, 0.25, o.s, l~O, 

s.o ~g/ml ). 
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CUANTIFICACION DE GLUTATION 

a.- Intracelular.- El micelio que proven!a de 25 ml de cada tiefil 

po y condicidn estudiada se colectó por filtracidn a través de 

papel Whatman NQmero 2; el paquete se resuspendid en 5 ml de a­

mortiguador de fosf~tos 0.1 M, EDTA o.oos M a pff 7,5 y se some­

tid a homogeneizacidn. Se hirvid durante 10 minutos a baño Ma -

r!a y se centrifugd varias veces a 7000 rpm hasta obtener un s~ 

brenadante claro. La cuantificacidn del glutatidn se efectud en 

al!cuotas de dicho sobrenadante. 

b.- Extracelular.- El medio libre de micelio, que resultd de la 

primera filtracidn arriba mencionada, se hirvid a baño Marta d~ 

rante 10 minutos y .de all! se tomaron al!cuotas para efectuar la 

medicidn del glutatidn. 

La medicidn del glutatidn se ef~ctud por medio del mdtodo 

reportado por Orf~os y .colaboradores (97), el cual se basa en 

la reduccidn dependiente de glutatidn del 4cido 5,5' - ditiobi! 

2 - nitrobenzdico catalizada por la enzima glutatidn reductasa 

en presencia de NADPH. 

El volumen de las al!cuotas utilizadas en las mediciones 

de glutatidn varid ~n funcidn de la concentracidn de dicho com­

puesto en cada muestra. Es decir, el valor de densidad dptica 

de las muestras en la mezcla de reaccidn deb!a caer dentro de 

la porcidn lineal de la curva obtenida al graficar concentraciQ 



nea conocidas deqlutati6n contra densidad 6ptica (Figura 10), 

en base a este criterio se aqreq6 a la mezcla de reacci6n el VQ 

lumen de sobrenadante requerido. 

Nota: Las concentr~ciones volum~tricas intra y extracelulares de 

glutati6n se encuentran expresadas en ~q/ml. El valor total de 

qlutati6n producido por matraz equivale a la suma de las concen­

traciones del trip~ptido localizadas tanto intra como extracelu­

larmente multiplicadas por un f~ctor de 25. 
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Figura 10.- Curva patr6n de la concentracidn de 9lutati6n contra densidad 6ptica 
obtenida por el m~todo enzim&tico reportado por Orfanos y colaboradores. 



63 

RESULTADOS Y DISCUSION 

En estudios realizados anteriormente en nuestro laborato­

rio (136), se midieron las concentraciones de glutatidn presen­

tes en el honqo Penicillium chrysogenum tanto en esporas,. como 

a diferentes tiempos de cultivo. Sin embargo, dicho estudio cu­

brid solamente el intervalo de tiempo situado entre las 12 y 

las 72 horas de cultivo. En vista de que en esos estudios la 

concentracidn de glutatidn contenida en las esporas era aproxi­

madamente la misma que la encontrada a las 12 horas de cultivo 

y, a partir de ese punto, la concentracidn del tripéptido co -

mienza a disminuir a medida que avanza el tiempo de cultivo, d~ 

cidimos medir las concentraciones de glutatidn a tiempos cortos 

de cultivo1 es decir, entre las cero y las doce horas para aa­

ber si el glutatidn contenido originalmente en las esporas se 

degrada y resintetiza inmediatamente al poner las esporas en 

contacto con el medio de cultivo o se comienza a degradar el 

tripéptido a partir de las 12 horas de cultivo. 

Al cultivar al Penicillium chrysogenum, es posible detec­

tar glutatidn tanto dentro de las células que constituyen al 

micelio como en el medio de cultivo. Por esta razdn, a lo lar­

qo de este trabajo, se grafican las concentraciones de qluta­

tidn tanto intra como extracelulares o bien, la suma de ambos. 
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En la figura 11 es posible apreciar que el glutati6n pro­

venniente de las esporas ea utilizado o degradado inmediatamente 

al poner a las esporas en contacto con el medio de cultivo, ya 

que aan desde las 2 horas de cultivo, el tripéptido se encuen­

tra a muy bajas concentraciones. Este resultado va de acuerdo 

con los datos observados por Meister y colaboradores (31), se­

gdn los cuales, el recambio del glutati6n es muy activo en ma­

míf~ros. Por otra parte, es posible observar en la figura 11 

que la síntesis de glutati6n se inicia aproximadamente entre 

las dos y las cinco horas de cultivo. 

La suma de datos específicos concernientes al glutati6n 

localizado intra y extracelularmente alcanza un m~ximo aproxi- 1 

mádamente a las 24 horas de cultivo y baja posteriormente, co­

mo lo muestra la figura 12. 

En base a que la producción de algunas substancias que pr! 

sentan interés industrial, las cuales son elaboradas por cier­

tos microorganismos, se ve afectada por la concentraci6n de ni­

trdgeno en el medio de cultivo,quisimos conocer el efecto del 

nitr6geno en el medio de cultivo sobre la formación del trip41p­

tido, Por esta razdn, una vez establecida la cinética de pro­

ducoidn de glutatión en un medio de cultivo estandarizado, de­

cidimos estudiar el perfil de formación de dicho tripéptido en 

presencia de dif~rentes concentraciones de amonio, 
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Figura 11.- Concentracidn espec!fica de glutatidn en cdlulas y en el medio de cul­
tivo en presencia de cloruro de amonio lOmM. A) extracelular B) intracelular C) 
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Figura 12.- Concentracidn espec!f~ca de glutatidn a diferentes 
tiempos de cultivo en presencia de cloruro de amonio 10 mM. A) 
extracelular, B)intracelular, C)suma. 



Con el f~n de conocer si existe alguna diferencia en cuan­

to a la cinética de la s!ntesis de glutati6n entre cultivos que 

contienen altas o bajas concentraciones de amonio, decidimos 

realizar un experimento en el cual se midieron las concentra­

ciones de glutati6n tanto intra como extracelularmente, en pre­

sencia de altas y bajas concentraciones de amonio, a tiempos 

cortos de cultivo. 

Como lo muestra la figura 13, el glutati6n localizado en 

las esporas desaparece r4pidamente y se comienza a sintetizar 

de nuevo a partir del intervalo comprendido entre las tres y 

las siete horas de cultivo aproximadamente, independientemente 

de la concentraci6n de amonio presente en el medio de cultivo. 

El amonio en altas concentraciones retrasa ligeramente la for­

maci6n de glutati6n en cornparacidn con la aparicidn de dicho 

tripéptido ocurrida en condiciones de cultivo en las cuales el 

amonio se encuentra en baja concentraci6n. sin embargo, los ni­

veles de glutatidn se igualan a las 9 horas de cultivo aproxi-· 

madamente. 

Con el fin de conocer los perfiles de glutati6n producidos 

por el hongo ~ chrysogenurn a tiempos largos de cultivo (a par­

tir de las 12 horas), en presencia de altas concentraciones de 

amonio, se realiz6 un experimento en el cual se creci6 al micr~ 

organismo en presencia de altas y bajas concentraciones de amo­

nio ( 100 y lOmM respectivamente ) y se midid el glutatidn pro­

ducido tanto intra como extracelularmente en ambas condiciones. 
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T i e m p o ( hrs) 

Figura 13.- Suma espec!fica de qlutatidn localizado intra y ex 
tracelularmente a tiempos cortos de cultivo y en esporas, en 
presencia de cloruro de amonio lOmM ( • ) y lOOmM (o ) • 
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En la figura 14 es posible observar que el amonio en altas con­

cenraciones (lOOmM), estimula la formacidn de glutatidn a partir 

de las 24 horas de cultivo· aproximadamente, en comparacidn con 

el cultivo que contiene bajas concentraciones de amonio (lOmM) 

tanto dentro como fuera de las c~lulas. En vista de que el f.!. 

chrysogenum crece m4s cuando se cultiva en presencia de altas 

concentraciones de amonio (Figura 15), decidimos graficar los d! 

tos presentados en la figura 14 considerando las cantidades de 

protetna miceliar en cada punto, para descartar el hecho de que 

la mayor produccidn de glutatidn preaentada por los cultivos con 

altas concentraciones de amonio,se debiera a la existencia de m4s 

micelio produciendo dicho compuesto. En la figura 16 es posible 

apreciar·que el cloruro de amonio en altas concentraciones incre­

menta la produccidn de glutatidn a partir de las 24 horas de cu! 

tivo.Dicho incremento alcanza una magnitud de hasta 10 veces con 

respecto al cultivo donde el amonio se encuentra en baja concen­

tracidn. 

Para tener un ~ integral y m4s preciso de la evolucidn 

de las concentraciones de glutatidn durante la incubacidn, rea­

lizamos un experimento en el cual se midieron los niveles de gl~ 

tati6n a intervalos cortos de tiempo abarcando de las 2 a ias 60 

horas de cultivo. Tal como lo muestran las figuras 17 y 18, es 

posible confirmar que a partir de las 24 horas de cultivo, la 

producción del trip~ptido es mayor en presencia de altas concentr! 

ciones de amonio con respecto a la stntesis presentada con 
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Figura 14.- Concentraci6n volum~trica de glutatidn a varios tiem 
pos de cultivo en presencia de altas lOOmM (o) y bajas lOmM (•-) 
concentraciones de cloruro de amonio. A) extracelular B) intra­
celular C) suma. 
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Figura 15.- Crecimiento. del E.:;. chrysogenum en presencia de altas 
lOOmM (o 1 y bajas lOmM ( • ) concentraciones de cloruro de amo-
nio. 
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Figura 17.- concentracidn volumdtrica de glutati6n a diferentes tiempos de cultivo 
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Fiqura 18.- Concentraci6n espec!fica de glutati6n a diferentes tiempos de cultivo 
en presencia de altas lOOmM (o) y bajas lOmM (•) concentraciones de cloruro de 
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bajas concentraciones de dicho nutriente tanto intra como extr! 

celularmente. 
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Para analizar si el incremento en la forrnaci6n de glutati6n 

depende de la concentraci6n de amonio en el medio de cultivo, se 

utilizaron tres concentraciones de cloruro de amonio y se rnidi6 

el glutati6n producido en cada condici6n. Corno se puede ver en 

la figura 19, el microorganismo crece más al estar en contacto 

con mayores concentraciones de amonio; asimismo, la producci6n 

específica y volumétrica de glutati6n fue proporcional al amo­

nio presente en el medio de cultivo es decir, a mayores concen 

traciones de amonio, se produce más glutati6n que a menores con 

centraciones de dicho nutriente (Figuras 20, 21, 22). 

Es posible por lo tanto concluir que el amonio en altas 

concentraciones ejerce un efecto estimulatorio sobre la sínte­

sis de glutati6n. 

Con el fin de saber si el efecto positivo sobre la produ~ 

ci6n de glutati6n anteriormente mencionada se debe al amonio y 

no específicamente al cloruro de amonio, realizarnos varios ex­

perimentos en los cuales se cultiv6 al microorganismo en pre -

sencia de distintas sales de amonio en alta concentraci6n y se 

midieron las concentraciones de glutati6n producidas en cada 

condici6n. El crecimiento del hongo en presencia de sulfato, 

cloruro o nitrato de amonio en altas concentraciones ( lOOmM 
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Figura 19.- Crecimiento del E_:. chrysogenum en presencia de clo­
ruro de amonio lOmM ( • ) , ,SOmM (A ) y lOOmM (O ) • 
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Figura 20.- Suma volumétrica del glutatidn intra y extracelular 
producido a diferentes· tiempos de cultivo en presencia áe clory 
ro de amonio lOmM t•), SOmM ( 4) y lOOmM ( o). 
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Figura 21.- Suma espec!fica del q1utati6n intra y extracelular 
producido a diferentes· tiempos de cultivo en presencia de clo­
ruro de amonio lOmM ( •), SOmM (A) y lOOmM (O). 
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Figura 22.- Concentracidn de qlutatidn producida a las 90 horas 
de cultivo por el E.:: ·phtyso~enum crecido en presencia de dife­
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fue mayor al presentado por el control ( lOmM cloruro de amo -

nio) (Figura 23). Adicionalmente, tanto las producciones volu­

métricas como espec!ficas de glutatidn son francamente mayores 

en presencia de altas concentraciones de amonio en comparación 

con el control (Figuras 24 y 25). Por lo tanto, es posible con 

cluir que el efecto positivo ejercido sobre la produccidn es 

debido espec!ficamente a la presencia de altas concentraciones 

de amonio y no al tip(> de sal con la cual éste se administre 

al medio de cultivo. 

Es bien sabido que alteraciones en el pH del medio de cul­

tivo pueden influir sobre la formacidn de substancias producidas 

por los microorganismos (44, 64, 124). En los experimentos do~ 

de el microorganismo fue crecido en presencia de altas concen­

traciones de amonio, el pH bajd en comparacidn con el control 

(Figura 26). Decidirnos entonces efectuar un ensayo en el cual 

se le ajustara el pH al medio de cultivo contenido en los matr! 

ces con altas concentraciones de amonio al nivel del control 

durante todo el experimento (Figura 27), y se midieron los ni­

veles de glutatidn, con el fin de elucidar si el efecto positi­

vo sobre la produccidn de dicho compuesto se debe a la presen­

cia de mayores concentraciones de amonio o a que el pH del me­

dio de cultivo, al estar rn4s bajo que el control, pudiera incr~ 

mentar en alguna forma la produccidn de glutatidn. 

Como lo muestran las figuras 28 y 29, la produccidn de gly 
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Figura 23.- Crecimiento en presencia de cloruro de amonio lOmM 
(e), cloruro de amonio lOOmM (o), nitrato de amonio lOOmM ( •) 
y sulfato de amonio l 0011\M ( A ) • 
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Figura 24.- suma volumdtrica de qlutati6n intra y extracelular 
producida a diferentes· tiempos de cultivo en presencia de clo­
ruro de amonio lOmM ( • ) , cloruro de amonio lOOmM (O), nitra­
to de amonio lOOmM ( & ) y sulfato de amonio lOOmM (t. ) • 
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Figura 25.- Suma espec!f~ca de glutati~n intra y extracelular 
producido a diferentes· tiempos de cultivo en presencia de clo­
ruro de amonio' lOmM' ( •), cloruro de amonio lOOitlM (o ) , nitra­
to de amonio lOOrnM 16 ) y sulfato de amonio lOOmM ( A) • 
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Figura 26.- A) Crecimiento y B) pH a diferentes tiempos de culti 
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-::--
1 -E 
)( 

°' E -o -e 
CI> ·-E ·-(J 

. Cl> ... 
(.) 

1.0 

Q"1 

8 

7 

6 

A 

8 

20 40 

T i e m p o ( hrs) 

Figura 27.- A) Crecimiento y B) ajuste de pH a diferentes tiem 
pos de cultivo en presencia de cloruro de amonio lOmM ( • ) y -
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Figura 28.- concentracidn volumétrica de glutati6n a diferentes 
tiempos de cultivo en presencia· de cloruro de amonio lOmM (•) 
y lOOmM (o).-¡ ajustando el pH durante el cultivo. 
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Figura 29.- Concentracidn espec!fica de glutatidn a diferentes 
tiempos de cultivo en presencia de cloruro de amonio lOmM (•I 
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tati6n se increment6 en presencia de altas concentraciones de 

amonio y a un pH igual al control. Por lo tanto, es posible 

concluir que el efecto positivo sobre la producci6n de glutatidn 

se debe a la presencia de altas concentraciones de amonio y no 

al cambio de pH ocasionado por la adici6n de dicho nutriente . 

Penicilina 

En base a la gran similitud existente entre la estructura 

qu!mica del dipéptido iniciador de la s!ntesis de penicilina y 

el dipéptido inicial de la bios!ntesis de glutati6n (Figura 30), 

Kaszab Y. colaboradores postularon que ambos dipéptidos podr!an 

ser sintetizados por la misma enzima (61). 

Al estudiar las propiedades catal!ticas de la y- 9lutamil 

ciste!na sintetasa, purif~cada a partir de cristalino de bovino, 

se observó que el DL a - aminoadipato puede ser sustrato de la 

enzima; aunque la actividad de la y - glutamil - ciste!na sin­

tetasa con respecto a dicho sustrato fue de 1.3\ (108). Al su­

poner que en microorganismos la especificidad por sustrato es 

menor que en organismos superiores, el grupo de Kaszab aisld la 

enzima a partir del hongo E.:_ chrysogenum para estudiar sus pro­

piedades y encontraron que la y - glutamil - cisterna sintetasa 

es activa en presencia de DL aminoadipato en un 70\ al compara~ 

se con su actividad con respecto al ácido glut&mico (61) • 
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Estudios realizados por S4nchez y colaboradores (136) con­

firmaron el hecho de que la enzima del E.!_ chrysogenum es capaz 

de actuar en presencia de glutamato o de !cido a - aminoadípico, 

adem4s de que la regulacidn en cuanto a la síntesis de ambos 

compuestos responde en forma parecida al efecto inductor del 

4cido glut4mico (136). 1 

Richman y Meister han encontrado que la y- glutamil - cis­

teína sintetasa es inhibida por glutatidn in vitre (115). A su 

vez, S4nchez y colaboradores observaron que el glutatidn inhibe 

la síntesis del dipéptido L - a - aminoadipil - cisteína tanto 

in vitro como in vi~ (80, 136). 

Resumiendo los datos anteriores, se ha logrado obtener m! 

yor evidencia de que la enzima y - glutamil - cisterna sintet~ 

sa podría ser la responsable de la formaci6n de los dipéptidos 

intermediarios en la síntesis de penicilina y glutatidn. 

En base a la hipdtesis anterior, decidimos estudiar el e­

fecto que ejercen altas concentraciones de amonio sobre la pr2 

ducci6n de penicilina. Se realizaron varios experimentos en los 

cuales se creci6 al ~ chrysogenum en presencia de varias con­

centraciones de cloruro de amonio como fuente de nitrdgeno. 

Como lo muestran las figuras 31, 32A y 328, cuando se ad­

ministra el amonio al comienzo del cultivo a concentraciones 

mayores que el control lOmM ) , se retrasa el comienzo de la 

síntesis de penicilina y ésta se mantiene baja por un día apr2 

ximadamente. Sin embargo, la produccidn volumétrica y específi 
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ca del antibi6tico se incrementa 3 veces aproximadamente despu~s 

de ese d!a de retraso. El crecimiento del hongo en presencia de 

altas concentraciones de amonio es mayor con respecto al control 

(Figuras 31C y 32C). Esto podr!a sugerir una relaci6n entre el 

comienzo de la fase estacionaria de crecimiento y la producci6n 

del antibi6tico, ya que el cultivo crecido con altas concentra­

ciones de amonio, llega m4s tarde a la fase estacionaria de cr~ 

cimiento que el cultivo control. 

En forma an4loga a los experimentos realizados con raspe~ 

to al glutati6n, en los cuales se midi6 la producci6n de dicho 

trip~ptido bajo condiciones controladas de pH en el medio de 

cultivo y en presencia de otras sales de amonio, realizamos va 

rios experimentos con lá finalidad de esclarecer si el incre­

mento en la producci6n de penicilina ocasionado al adicionar 

cloruro de amonio en altas concentraciones al medio de incub! 

ci6n es debido al amonio por s! solo y no al tipo de sal con la 

cual dicho compuesto se adminsitra, o al cambio de pH ocasion! 

do en el medio de cultivo. 

Al analizar las f~guras 33 y 34, es posible observar que 

el efecto positivo ejercido sobre la producci6n de penicilina 

es debido espec!ficamente a la presencia de altas concentraciQ 

nes de amonio y no al tipo de sal con la cual ~ste se adminis­

tra al medio de incubaci6n. 

Observando la gr4fica 35, es posible concluir que el e-
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fecto positivo ejercido por altas concentraciones de amonio es 

debido a dicho compuesto por s! solo y no se relaciona con el 

cambio de pH producido por su adici6n al medio de cultivo. 

En base a los experimentos mencionados hasta el momento, 

es posible concluir que el amonio en altas concentraciones e­

jerce un efecto estimulatorio tanto sobre la síntesis de peni­

cilina como sobre la de glutati6n. 

Durante el desarrollo de este trabajo experimental hemos 

observado que el comienzo de la producci6n de penicilina no o­

curre siempre al mismo tiempo de cultivo y que el aumento pr~ 

sentado por altas concentraciones de amonio sobre la producción 

del antibi6tico se retrasa o no se presenta (Figura 36). 

En busca de una posible explicaci6n para estos datos, de­

cidimos correlacionar el tiempo en que se establece la fase e~ 

tacionaria de crecimiento con el inicio de la §intesi~ de peni 

cilina y con el incremento ocasionado por altas concentraciones 

de amonio en varios experimentos. 

Un resumen de los resultados que se han obtenido hasta a­

hora indica que el comienzo de la producci6n de penicilina oc~ 

rre ciertas horas antes del establecimiento de la fase estaci~ 

naria de crecimiento tanto en presencia de altas como de bajaa 

concentraciones de amonio. El incremento ocasionado en la pro­

ducci6n de penicilina por altas concentraciones de amonio ocu-
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rre al mismo tiempo que el establecimiento de la fase estacio­

naria de crecimiento (Figura 37). 
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Al analizar de manera análoga el pico máximo de la produ~ 

ción de glutatión, es posible afirmar que existe una relación 

entre el establecimiento de la fase estacionaria de crecimiento 

y un pico en la concentración de glutatión (Figura 37) . 

Es interesante notar que el aumento de la producción del 

antibiótico producido por altas concentraciones de amonio coin­

cide con un pico en la formación de glutatión; estos dos hechos, 

a su vez, se relacionan con el tiempo de establecimiento de la 

fase estacionaria de crecimiento. Este resultado coincide con 

las observaciones realizadas por algunos grupos de trabajo (20, 

30) segGn los cuales, la baja en la velocidad de crecimiento 

regula la producción de ciertos metabolitos como gramicidina S 

y bacitracina entre otros. 

El hecho de que las enzimas involucradas en la producción 

de metabolitos secundarios son menos específicas que las rela­

cionadas con el metabolismo primario (30), aunado a los resul­

tados obtenidos por varios grupos de investigación segGn los 

cuales se han detectado péptidos similares al tripéptido pre­

cursor de la penicilina y al glutatión en varios microorganis­

mos, y sumando a lo anteriormente dicho nuestra observación 

con respecto a la similitud en cuanto al tiempo de producción 

·de ambos compuestos, nos lleva a postular que la enzima invol~ 

erada en la catálisis del primer paso de la s!ntesis de penici 
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lina y glutati6n que funciona al establecerse la fase estacio­

naria de crecimiento, pudiera ser la misma. 

Si esta hip6tesis fuera cierta, cabría custionarse lo si­

guiente: 
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¿Por qué se produce solamente glutati6n y no se sintetiza 

penicilina durante la fase exponencial de crecimiento, si esta­

mos postulando que la enzima encargada de sintetizar los dipép­

tidos precursores de ambos compuestos es la misma? 

Las respuestas a dicha pregunta podrían ser varias: 

1.- Que exista otra enzima capaz de catalizar anicamente el 

primer paso de la síntesis de glutati6n y opere durante la fase 

logar!tmica de crecimiento. 

2.- Que durante la fase de crecimiento exponencial no haya sufi 

ciente cantidad de sustratos disponibles para la síntesis de p~ 

nicilina. 

3.- Que los .'sustratos precursores o, la enzima catalizadora 

del primer paso de la s!ntesis de penicilina se encuentren com 

partamentalizados como ocurre en el caso de la produccidn de 

alcaloides (76). 

4.- Que el tripéptido precursor de la síntesis de penicilina 

si sea sintetizado durante la fase exponencial de crecimiento 

pero no sea convertido en penicilina debido a la ausencia de 

las enzimas que catalizan la transfo~maci6n de este tripépti­

do en el antibi6tico. 

Hasta este momento, no se sabe cual de las posibles res-



puestas sea la correcta1 sin embargo, los estudios realizados 

en el presente trabajo abren la puerta a un nuevo proyecto de 

investigaci6n encargado de responderlas. 

Es importante señalar por otra parte, que la similitud en 

cuanto al efecto del amonio sobre la producci6n de penicilina 
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y glutati6n podría ser una casualidad y no tener nada que ver 

con la proposici6n de que la primera enzima de la v!a de bios!~ 

tesis de ambos compuestos sea la misma. 

Por otro lado, falta aclarar las bases del efecto positivo e­

jercido por el amonio sobre la síntesis de glutati6n y penicili 

na. Dicho efecto podría deberse a que el amonio se convierta 

en ácido glut~ico e induzca la producci6n de glutati6n, en foE 

ma an~loga a lo ya anteriormente reportado con respecto a peni­

cilina (70) o a que el amonio se convierta en aminoácidos pre­

cursores de la penicilina y del glutati6n, aumentando as! la 

síntesis de dichos compuestos, como ocurre con respecto a la 

producci6n de alcaloides y antibi6ticos pept!dicos (19, 27). 

Con el fin de conocer la base del incremento en la produ~ 

ci6n y penicilina ocasionado por altas concentraciones de amo­

nio, será necesario realizar experimentos en los cuales se ob• 

serve el efecto que poseen an4logos no metabolizables del 4ci­

do glut~ico, as! como aminoácidos precursores de la síntesis 

de glutati6n y penicilina, sobre la producci6n de dichos com­

puestos. 
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Los resultados obtenidos en este trabajo indican que exi! 

te cierta similitud entre el tie.mpo de producción y la regula­

ción de la penicilina y glutatión. Sin embargo, para saber si 

la enzima encargada de la formación de los dipéptidos precurs~ 

res de ambos compuestos es la misma, ser4 necesario realizar 

varias clases de experimentos entre los cuales cabe mencionar: 

1.- Purificación de la enzima antes mencionada a diferentes 

tiempos de cultivo y caracterización de sus afinidades con res­

pecto a los distintos amino4cidos precursores de la penicilina 

y el glutatión. 

2.- Estudiar la producción de penicilina en mutantes de la en­

zima y - glutamil - ciste!na sintetasa. 
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CONCLUSIONES 

El glutatión proveniente de las esporas es utilizado o 

degradado al poner las esporas en contacto con el medio de cul­

tivo. El tripéptido se comienza a sintetizar de nuevo a partir 

del intervalo comprendido entre las 3 y las 7 horas de cultivo, 

independientemente de la concentración de amonio presente en 

el medio. El amonio en altas concentraciones retrasa ligerame~ 

te la formación de glutatión en comparación con la síntesis oc~ 

rrida en presencia de bajas concentraciones de dicho nutriente. 

Sin embargo, los niveles de glutatión se igualan a las 9 horas 

de incubación. En presencia de altas concentraciones de amonio, 

la formación de glutati6n se eleva a partir de las 24 horas de 

incubación aproximadamente. Dicha elevación alcanza magnitudes 

de hasta 14 veces con respecto a los cultivos donde el amonio se 

encuentra en baja concentración. 

El efecto estimulatorio ejercido sobre la producción de 

glutatión es debido específicamente a la presencia de altas co!! 

centraciones de amonio y no al tipo de sal con la cual éste se 

administre, o al cambio de pH ocasionado en el medio de incub! 

ción por su adición. 

Al administrarse amonio al comienzo del cultive, a conce!!_ 

traciones mayores que el control (lOmM), el CXJ11i.enzo de la s!n-



tesis de penicilina se retrasa y mantiene baja por un d!a a­

proximadamente. Sin embargo, la producción del antibiótico se 

incrementa 3 veces después de ese día de retraso al compararse 

con el control; por lo que es posible concluir que el amonio 

en altas concentraciones ejerce un efecto de retraso y estimu­

laci6n sobre la producción de penicilina. 
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El efecto estimulador sobre la producci6n de penicilina es 

debido específicamente a la presencia de altas concentraciones 

de amonio, y no al tipo de sal con la cual éste se administra 

al medio de cultivo, o al cambio de pH ocasionado por su adici6n. 

En base a los esperimentos realizados en este trabajo, es 

posible concluir que el amonio en altas concetraciones ejerce 

un efecto positivo tanto sobre la síntesis de penicilina, como 

sobre la de glutati6n. 

Adicionalmente, los experimentos mostrados en este trabajo_ 

nos permitieron realizar las siguientes observaciones: 

1.- El comienzo de la síntesis de penicilina ocurre ciertas 

horas antes del establecimiento de la fase estacionaria de cre­

cimiento tanto en altas como en bajas concentraciones de amo­

nio. 

2.- El incremento ocasionado en la producción de penicilina y 

glutati6n ocurre al mismo tiempo que el establecimiento de la 

fase estacionaria de crecimiento. 



El hecho de que las enzimas involucradas en la producci6n 

de metabolitos secundarios son menos específicas que las rela­

cionadas con el metabolismo primario, aunado a los resultados 

obtenidos por varios grupos de trabajo segan los cuales se han 

detectado péptidos similares al tripéptido precursor de la pe­

nicilina y al glutati6n en varios microorganismos y, sumando a 

lo anteriormente dicho nuestra observaci6n con respecto a la 

similitud en cuanto al tiempo de producci6n y al efecto estimu 

latorio del amonio sobre la producci6n de ambos compuestos, nos 

lleva a postular que la enzima involucrada en la catálisis del 

primer paso de la síntesis de penicilina y glutati6n, que fun­

ciona al establecerse la fase estacionaria de crecimiento, po­

dría ser la misma. Sin embargo, será necesario realizar experi 

mentos de purificaci6n enzimática y obtenci6n de mutantes def! 

cientes en la enzima y - glutamil - cisterna sintetasa para a­

clarar este punto. 

Los estudios realizados en este trabajo abren la puerta 

a un proyecto en el cual se aclaren las bases del efecto posi­

tivo ejercido por el amonio sobre la síntesis de glutati6n y 

penicilina. 
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