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RESUl'IEN 

En este trabajo se reporta ~a obtención d• una cepa 

sobreproductora de lisina y metionina, a partir de una cepa 

transformante de ¡;_,_ coli sobreproductora de lisina <QA11221, por 

medio de una mut~c!ón con un an•logo de metionina <etioninal. 

Esta cepa, denominada QA1122F, tiene una producción de 

lisina de 359.7 mgll, con un rendimiento de 1.7965% y 56.9 mg/l 

de metionina, cuyo rendimiento es de 0.285'l., bajo condiciones de 

crecimiento en medio mtnimo da Robinson más 2% de glucosa como 

fuente de carbono. La cepa QA1122 tiene una producción de lisina 

de 360 mg/l con un rendimiento de 1.e7. y metionina 45 mg/1 y su 

rendimiento es de 0.225% baJo las mismas condiciones de 

crecimiento mencionadas para l• cepa QA1122F. 

Ademas, •• obtienen diversas cinéticas de crecimiento de la 

cepa sobreproductora, variando tas condicioneG del medio de 

cultivo, pa1•tiendo de que un.microorganismo nec9sita de una 

fuente de carbono, de nitrógeno y oxigeno para poder 

desarrollarse y encontrando asi un medio d• cultivo Optimo para 

obtener la mejor cinética de crecimiento y producción de lisina y 

metion1na y asi también los mejores rendimientos de producción 

para ambos amino6cidos. 



11 GENERALIDADES. 

J.l>Introduccion. 

1.1.11 Historia de la biotecnolOQla. 

La biotecnologla consiste en la utilización y transformación 

de microorganismos, células vegetales o animales para la 

obtención, en forma eficiente, de productos benéficos para el 

hoillbre. 11'11 

Una buena cantidad de compuestos orgAnicos utilizados en la 

farmacologia, la agricultura, los energéticos o la Industria 

ali .. ntaria, se derivan de procesos biológicos bajo control 

Industrial •n los cual•• int•rvi•nen microorganismos. Una lista 

t•ntativa d• tal•• compuestos puede ser la siguiente• 

-Industria qulmica1 plAstlcos, productos para la industria 

teHtil y solv•ntes. 

-Energéticos• metano!, etanol, biog~s y producción de 

hidrOo;¡•no. 

-Biom•talur9ia1 •xtracciOn d• •lementos metAlico• IFe, Cu, 

Znl. 

-Industria alimentaria1 protetnas, aminoAcidos, vitaminas, 

slntests d• saborizantes, condimento• artif iclales, bebidas 

fermentadas, Jarabes y blolns•cticldas. 

-lndustria farmacéutica• antlbioticos, vacunas, hormonas, 

interferOn, anticuerpos monoclonales y otros. 

- Area ambiental• tratamiento de aguas 

transformación de r•siduos do~sticos y abonos. 

La microbiolcgla industrial r•quiere del crecimiento de 

microorganismos en fermentadores, dentro ds un determinado .. dio 

de cultivo que pos .. los nutrientes necssartas y los precursores 



de las sustancias que •• desea obtener• alcoholes, antibi6tico• 1 

vitaminas, vacunas, etc. En la in;enierta genética, por su part•, 

se obtiene el gene de••ado, biológica o sinteticamente1 se clona, 

uniéndolo a vectores moleculares <pl••mido• o transposonesl, par~ 

obtener m~ltiples copias y •• introduce en otro• grupos celulares 

para transformarlos~ 

La producción de biogAs parte del confinamiento de residuoc 

organice• <vegetal•• y animal••> en un biodigestor donde su 

descomposición • trav•a de div•r•o• orupos de microorganismo~ 

libera •ntre otros gasa•, el metano.<19l 

Estos son procesos de la biotecnologta, pu•• aunque muy 

distintos en apariencia, utilizan sistemas biológicos. Las 

bacterias, levaduras, hongo•, algas, celula• y tejidos de plantas 

y animales, o •nzimas aisladas de estos aroanis~os, proveen los 

ingredientes activos para la formaciOn de nueva• induatt"'ias y 

para el reemplazo de los proceso• qutmlcos a mec•nicos existentes 

con procesos microbiológicos indu•triales nuevos o 

improvisado•.<lSl 

La Federaci6n Europea de Biotecnologla considera que1 "La 

biotecnología hace posible, a traves de la aplicación integral de 

lo• conocimiento• y tecnicas de la bioqulmica, microbiologla, 

genética e ingeniarla qulmica, el logro de beneficio• a nivel 

tecnológico, a través de las propiedad•• y capacidades de 

microorganismos y cultivos c:elulares".<4l 

Para alguno• autores la biotecnologfa •• inicia con la 

mod i flcac ión y por ende metabólica, de células 

procariotes y eucariot•s, para la obtención de nuevos compuesto5 
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o el 'ncremento en la producc16n de los ya s1nte+i.:ados. En este 

caso la historia de la biotecnoloqi~ se remonta ai inicio de la 

bioloqia molecular. Para otros, la biotecnoloc.11a aparece con la\i 

d1.;ersas metodolo¡;,ias de transformación que ha:n usado las 

ci~ilizaciones desde las inicios de la histori• hasta nuestros 

di•s, cuando las manipul•cíones biomclecul•res ·al~an~an la 

transform•c:16n c;,enética de algunos arganismas. De esta manera, 

especial i;ta~ t:omo PiE.'rre Oou::::ou sep~ran la biotecnolo9la en una 

etapa primitiva. una etapa mad&rna y, finalmente, la era de la 

biotecnologila de vangtnwdia o de la nue· .. a gener•ac:i6n. (19) 

El uso de micraorQanismcs para el beneficio del hombre se 

utilizó desde épocas muy Anti9ua¡¡• de manar~ proporcional a los 

c:onoctmientos que se poseian y, c:cmo es evidente, para ~atisf:icer 

n~cesidades bAsicass en l• producciOn de pan, quesQ y bebidas 

fermentadas. Si bien hace 5000 afilos el hombre no l'l\anejaba 

directamt!nte los mic1~aar9anisnn:J•, pues no los conecta, se 

benefici•bi" 

producie.n. 

si~temáticamente con l•s transformaciones 

Ac tua lmen te, podemos no s61o confinar 

en un medio de cultivo, sino alterar 'IU 

información 9enét1c:il' y ºb•nefici•rno•" •ún m•I!- de tU. No hA)' que 

perder de 11sta qu• lois objetivos siempre han 9ido los mismos: 

toc¡r.r benefic.i.09 i'. pal't:1r de la •ct1v1d~d celul•r $Obre la: 



1.1.21 PAPEL DE LlSlNA Y "ETlONlNA EN LA NUTRlClON. 

Los animales, de acuerdo con la especie a. que pertenecen, 

difieren en sus necesidades nutritivas. En general requieren 

triptofano, lisina e histidina, pero la mayoria necesitan más de 

tres aminoácidos esenciales. La nutrición humana requiere al 

menos ocho. 

Como puede compren~erse, la cantidad de proteina nec•saria 

pare la dieta animal dÜpende no tanto de las necesidades totales 

en nitrOgeno aminico, ccmo de sus exigencias de aminoAcidos 

esenciales. Puesto que las protelnas tisulares y otros compuestos 

nitrogenados es tan siendo continuamente y 

reemplazados, esta necesidad persiste durante toda la vida 

animal. 

Los. alimentos para animales tales como grano y otra$ 

semillas contienen sólo paquerras Ci\ntidades de L-lisina. Dado que 

aves de corral, cerdos, ganado vacuno y otros animales de crla 

son incapaces de sintetizar aste amino6cido, debe ser adicionado 

a esto5 alimentos para proveer una dieta adecuada. De este modo 

L··lisina es una substancia de considerable importancia económica. 

Metionina no sólo es un aminc•cido esencial, sino también el 

donador principal d• un metilo en sistemas metiltransferasa a 

travts de el intermediario S-adanosilm•tionina. Es también un 

precursor importante de poliaminas y etil•no. Grandes cantidades 

de DL-metionina son usadas pera incrementar el valor nutricional 

de alimentos para uso animal. 

La demanda de metionina como un aditivo alimenticio ha 

incramentado con el aumento en la utilización de harina de 



semilla de soya, parque las prot~lnas de esta semilla sen 

deficientes en meticnina. En el presente, la producción de DL­

metionina ocupa el se9undo lugar después de ácido 9lutámico en la 

producción tatal de amino.tcida. Varios L-amino4c:ldos, Incluyendo 

.tc:ido glut.tmico y lisina son ahora producidos c:on bac.teria!5 por 

utilización d• carbono y nitróg•no.(4) 

La car•ncia d• •stos amino4cida• provoca, en nU1cs, 

cuadros muy 1¡rav11• el• desnutrición. En el caso de los animale• 

~onog~~tricas, di•tas deficientes en metionina, provoca cuadros 

d• htgado graso y nec:rosis, mientras que se presenta hiparplasia 

de la mtdula Osea, cuando hay carencia de llsina.116,23) 

En loa alim•ntos de origen vegetal, fuente de calortas y de 

parte de la protelna requerida, se encuentra que los niveles de 

liaina y metlonlna son muy bajas. Tal •• el casa del sorQo, que 

es usado como b•se para la formulecidn de las dietas para 

animales monog.tstricos. En el caso de la dieta humana, •• 

requlrirla un mlnlmo de ~00 a 700 g d• mal: para c:ubrir las 

nec:••ldades diarias de esto• amlno.tcldos. <2> 

El uso de llslna y m•tionlna, al igual que cualqui•r otro 

componente para la alimentación P•c:uarla, eat.t sujeto a dos 

factores: disponlbil idad de mercado y prec:lo. A su 11e:, tt9tos 

factores dependen de la eficiencia de oparaciOn y capacidad 

industrial. Actual.,.nt• en M~xico •• producen alrededor de ••i• 
mil toneladas anual•• de lisina, por un proceso micrabi•na 

mediante tecnologla Japonesa, mientras que la planta lndu•trial 

para la fab~icacl6n de metionina d•Jó de produc:ir en·l984 y •• 

importan más de e inca mi 1 tonel ad•• anuales de este amino.leido 

que ea sintetizado qul•ica,..nte a partir de .. tilmercapt•no. Por 



otra parte, es interesante mencionar qu• la demanda de li•ina 

para uso terapéutico humano, en casos de desnutrición elevada, 

quemaduras o regeneración tisular. va c
0

ada vez en aumento y que el 

1001' de este produc:to es de origen antranjero. (20> 

1.21 ANTECEDENTES DE LA PRODUCCIDN DE AIUNOllCIDOB, PRODUCCIDN 

"ICllOBIANA. 

En los últimos aNos han aparec:ido una gran c:antidad de 

repartes sobre micrao.roanismos sobreproductores de amino.leidos, 

inc:luyendo c:epa• silvestres, mutantes auxotrOfic:as y mutantes 

re•istentes a an~logos. Esto fu• posible como consecuencia dal 

conocimiento sobr• el metabolismo bacteriano <6>, y la 

or¡¡anizaciOn de la informac:iOn genética < 1 > ¡ un 91•an número de 

mutantes hiperproduc:toras han sido diseNadas utilizando al 

princ:!pto de alterar geneticamente a la bacteria modificando o 

cancelando sus mecanismos de control. 

De este modo, las bacterias carecen de los sititemas QU• 

evitan los dispendios de materia prima que representa producir 

aminoAcidos u otras productos m~• alla de las necesidades del 

t1ticraor9anismo. 

1.2.tl ltUTANTEB AUXOTR«l"JCAS, 

Una de las estrateoias para la obtención de mutantes 

hiperproduc:toras as el aislamiento de cepas auxotróficas para 

alg!.ln compuesto biasintéticamente relacionada. Este razonamiento 

es •6pecialmente útil para la producción de amino~cidas, ya que 

algunos de ello!I forman parta da familias con tronco biosin.tético 

co~ún. Tal es el caso de log amino6cidos arom4ticos y los de la 

familia del asp~rtico. Eete mecanismo se basa en que, al bloquear 

6 



una de las ramificaciones bios1ntéticas, se carga el flujo de 

m;.teria prima hacia l.'no de los productos finales. Esto es, al 

obtener auMatrofla • un •minoAcida, el flujo de materia prima se 

canaliz• hacia la producción de aquellos otros de la misma 

familia cuya slntesis no ha sido bloqueada. 

Asl •ismo, la ausencia del producto na sinteti;ado deja de 

representar un factor de lnhibicion para la slntesls d• los dem6s 

productos. En el caso de los •mlnoAcidos d• la f;amili• del Acido 

aspArtico ••tA reportado que autante• auMotr6ficas de lisina 

sobreproducen hC110oserina.<ó,lOl 

1.2.21 ftUTANTES RE91LATlllUM. 

Una de las .. trat11Qias ••• illljlortantes de la economla 

celular, es la acci6n d• los mecaniSlllDS d• r99ulaci6n para evitar 

los mecanismos mAs important•• d• r•oulación bioslnt•ticas1 la 

r•oulaci6n a nivel enzimAtlco o alostérica, y la r99ulaclón d• l• 
. . 

slnt••i• de las enzimas involucradas en la producción de los 

-tabolitos. 

En •l pri-r ca_, •• cMdn que la pri•r• enzt• de la vta 

sea una •nzima CCNIPleJa, la cual cuenta con un sitio alostérico 

para el reconoci•iento del producto final d• la vla, en presencia 

del cual •• inhibe la actividad enzillAtica, evitando ••l la 

•cumulación del producto final.<:ZS> 

Est• esquema •• vuelve mucho ••• complejo cuando la vla 

.. tabólica cuenta con ramificaciones, c••o qu• ••presenta en la 

slntesi• d• alounos aminoAcidos. En estos casos •• ~r•senta en 

ci•rtos sist .. as ••qu••• d• inhibición concertada, en que son dos 

o m6• lo• productos final•• qu• act~an inhibiendo, en conjunto y 

7 



no por s•parado, • la primera enzima d• la vi• ccm~n. Tal caso se 

presenta en la sfntesis de les aminoAcidos de la familia del 

é.cido aspártica en cierta• bact•rias. <°t> 

Se presentan casos en lo• que uno de los productos finales 

inhibe desputs de la ra•ificación, y el otro producto activa ese 

mismo sitio.121> 

La obtención d• mu~•ntes •obr•productcras implic·a, en este 

caso, la alteración d1>1 sitio alosttrico d11 l• enzima regulable, 

evitando asl el reconocimiento del producto final. Para asto son 

utilizado• una sarie de an•logos, normalmente tóxicos, que 

Inhiben la •lntesi• del aminoAcido, bloqueando l• •nzima 

regulable, •in qua al producto normal realmente exista. El 

obtener mutante• resistentes • anAlogos implica que el sitio 

acumulándose este tlltimo. Esta aatratet;tiil ha mostrado ser L\til 

para la producción de gran variedad da compue•to•<l>. La tabla 

contiene una li•t• da anAlogos utilizadas para l• obtención de 

mutantes hiparproductora• de aminoAcidos. 

El macani!MllO da regulación genttica, por •u parte implica la 

repra•idn da la slnt••ls de la maquinaria anzimAtlc• encargada da 

producir al amlnaAcido neco•ario. Da ••ta modo la presencia del 

producto final de la vla forma un complejo con la protelna 

•l cual •s reconocida por el sitio operador. 

evi t.t.ndose ast la expresión de los genes invt.."llucrados en Ja v!a. 

biosint•t1c~. Al desaparecer el Producto, el complejo no es 

formado Y los Qenas se exp~esan libr•mente, este es el mecanismo 

más simple ya que exi&ten muchas variantes del mismo. 

8 



Si se lleva d cabo una mutacióíl en el gene t"eguladtJr, de tal 

modn que la pro~ein~ resulte modificada o na se produzca, el 

complejo no se formará o no será funcional, de tal terma que e.: 

sitio aperador qL1•de libre. aóri en presenc::.~ del producto. Del 

mismo modo ~1 se bloq~.f-'i: selectivamente el sitio operador, el 

compleJ~ represor no ser6 ca.pa: de evitar la expresi.ón dtr los 

genes estructurales. 

Este tipo de mutantes pueden ser seleccionadas por una 

estrate4jliA similar a la sef'falada anteriormente, usando análogos 

tóxicos• una mutación como law arriba mencionadas dar~n como 

result,ado resistencia al efecto tóHico, asl cerno pérdida del 

reconoci111tento por el reprti:tsor natut"al, dando como consecuencia 

su hiperproducci6n. <2S) 



TABLA 1: An•logos tOMicos de amino•cido• utilizados en la 
obtenclOn da mutantes ragulatorlas.<3> 

Amino•cldo producido 

Arginina 
Fenllalanlna 
Histidina 
Leucina 
l..isina 
11ationina 
Trecnlna 
Triptof ano 
Valina 

10 

Análogo utilizado 

Can•vanina 
Beta-tlenilalanina 

Tiazolalanlna 
Trifluoroleucina 

2-Aminoetilcistaina 
Ettonina, Norleucina 

Beta-hidroMlnorvalina 
5-Metiltriptcfano 

Alfa-aminobutirato 



1.31 VIA DE SINTESIS DE LISINA Y IETlllNINA. REatl.ACllJN Y 

"UTACJIJN. 

Las vlas met•b61ic•• de lisina y metionin• en bacteries 

cuent•n con un tronco com~n (figura 1>. Esto prasent• la ventaja 

de qua, &l alterar •decuadamente los mecanismos regulatorios en 

las prim•ras pasas el beneficia en la producción ser~ para ambas 

productos. 

El primer pasa de la vla •• la formación de aspartil-fasfata 

par mediad• una fasfarilación par ATP de L-asp~rtico <a> y •sta 

re•Cción •• catalizada por la aspartccinasa, es •1 paso limitante 

da las vlas <ó,121. Esta enzima que cataliza la primera reacción 

irr•v•r•ibl•, esta sujete • r•Qulaci6n alostéric~. En vl case de 

5... lial1 (fi9ura 21 y otras bacterias se presentan tres i•a•nzima9 

diferent••• con tres patrones de regulación, dep.ndi•ntea cada 

una de uno d• los tres producto• finales que originan1 la 

•• inhibida por treontna mas isaleucina y 

reprimida por el primero d• ellas, •sta anzi~• contiene ademas la 

actividad de hamaserin• deshidro9enasa1 la aspartacin•s• II es 

reprimid• par metianina y contiene iQualMente actividad da 

hama•erin• deshidra9en•••1 par ~ltimo, la aspartacinasa 111 •• 

inhibida y reprimid• por lieina. Las tr•s enzi••s son ad•mis 

Inhibidas par semi•ldehida aspartica, y las isozimas I y IIJ san 

estimulad•• por matianina.<121 

Por otro lado, en diversas especies d• Cgryn•b•cteriym, 

Brwvib1ct1rium, y P19Udg•qna• <figur~ 2•>, se presenta una sola 

enzima, la ·cual ••ha demostrado, esta sujeta a ·inhibiciOn 

concertad• por 11sina m6s tr.anina, y ambos aminoácidos par 

separada tiene un li9era efecto inhibitoria. Se h•bl• de 
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aspat"'toc inasa~ "perfectas 11 cuando la inhibición por ambos 

productos a concentración de 1 mM t;u.da Lino es mayor al 80%, y 

concentraciones de 1(> mM de los aminoácidos por sepi::tt"'ado inhiben 

de un 1(1 a un 15%. (10) 

El aspartil-fosfato es reducido por NADPH bajo la acción de 

aspartico semialdehido desh1dro9enasa para obten-=r s~mialdehido 

=-spárt1cn CbJ. Para la enzima que catali::a esta reacción no se ha 

repo~"'tado n1ngL1n efecto inhibitorio debido a alguno de los 

productos fin~les. 

E! ~emüddehido ~spártico es un punto de ramificación donde 

la ruta blosintét1ca de lis1n~ diverge de la secuencia principal. 

Siguiendo la vi~ de slntesi.s de lisina, el semialdehtdo 

~spárticci es cond"'..nsada r:on airuvato c:on lo que se obtiene ácido 

dihidrodipicoltnico <e>- La enzima que cataliza esta reacción 

(dihidrod tp1col in1co s~ntet.asal es inhibida por l is1na, tanto en 

É..!.., m!_i como ian Pseudomonas <5>. Asl mismo, e~:iste una enzimil. que 

cataliz• el paso final de l~ Vta de ~lnt~sis de lisina, el cual 

permite la ~ransformación de diamincp1melato en lisina (d). 

Existen algunos reportas d• que •sta enzima e• activada por 

diaminopimelato e inhibida por 1 isina. En al9unas bacter"tas 

e::isten tC\mb1én mecanismos de degradaciOn de listna: una. lisina 

descarbonilasa mLty activa, como en~ S,Q!i; o una lisin.ai oxidasa 

como en Pseudomona pLitida. 

Por otra parte, en la vla de slntesis de metionina, el 

siguiente paso importante la constituye la transformaciOn de 

semialdehfdo asptirtico a hcmoserina, donde esta reacción es 

cata!izada, en el caso de~ 9llit por dos diferentes homoserina 

deshldrogenasas <e')• homoserlna deshidro~•n••• I <HOH I> su 
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actividad es inhibida por treonina y su slntesis es reprimida por 

treonina más isoleucina; homoserina deshidrogenas2. II <HDH Il> 

que es reprimida por metionina. 

En el caso de mettonina, la ~ltima etapa de slntesis Cd'> 

lo constituyen los Qenes que codifican para los pasos 

biosintéticos pos~eriores a la segunda ramificación (figura 2 y 

2a> se encuentran, en ~ ~' formando un operón regulado por 

el producto ·del gene· metJ. En Pseudomonas existe también 

regulación transcripc:ional, aunque no se ha identificado el 

mecanismo. 

1.4> EFICIENCIA. 

Dentro de los parámetros cuantitativos más importantes que 

existen en la industria de la producción de aminoácidos estA el 

rendimiento del producto en base a sustrato, que se define como 

la cantidad de producto obtenida por unidad de 5Ustrato empleada 

(generalmente de a;!ócar). Actualmente la eficiencia comercial 

para la producción de lisina por fermentación es cercana a 0.3; 

mientras que para metionina es menor a 0.05, también por esta 

via, solo que en este caso no es comercial. <17) 

Los esfuerzos en diferentes gr"'upos de investigac:iOn estan 

encaminados a incrementar e5te valor, tanto con procesos más 

eficientes como con cepas de más alta prodl.1cci6n. 

Otro parámetro importante es la productividad relativa del• 

proceso, lo que nos indica la cantidad de producto obtenido por 

cantidad de biomasa. Va que el proceso implica necesariamente la 

producción de cél1..1las, es necesario estimular ~u crecimi~nto 

durante cierta etapa del proceso, e inhibirlo en otra pat"a evitar 

que el sustrato se dirija solamente a la producción de biomasa. 
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Por Ultimo, otro parámetro importante es la productividad 

volumétric~, que se define como la cantidad de producto obtenido 

por gramo de b1oma::.a en Ltn litro de caldo de cultivo. La 

aptimizaciOn de aste parámetro permite la utilización eficiente 

de la capacidad instalada de la planta productiva. (3) 

l.SI CflECl"lENTO "lCROBlANO Y SU REl.AClON CON EL MBl~. 

El crecimiento, que es caracterizado por un incremento en 

ma6a. celular y/o númet~o, ocurre solo cuando se satisfacen ciertas 

condiciones ft5icas y quimicas. Si bien un microorqanismo depende 

da su medio ambiente en cuanto al suministro de las materias 

primas para la5 biostntes1s y de la energta, al mismo tiempo est• 

sujeto a la acción de otros factores del medio ambiente y no 

todos ellos le son necesariament9 beneficiosas. <13> 

Las variables ambientales individuales, eJem. temperatura, 

presión parcial de o:dgeno y cancantracion de nutrienteg <fuente 

de carbono, nitrógeno, sales, vitaminas> crean un ambiente que 

influenctan en la actividad m~tabólica da las célula9. 

El éxito en el desarrollo de procesos de fermentación 

es dependiente primero, de la obtenciOn de cepas por selecciOn y 

mutación; y se9undo, la elucidación de el efecto de pará•etros 

ambientales en el crecimiento cel11lar y formación de 

productos. <2::?l 

1.s.1> Efecto de la cancentracl6n de nutrlent ... 

En muchos casos, cuando la concent~aciOn de nutriente~ sa 

incrementa ocurre una. inhibición por sustrato del creci'mtento. 

Durante· la mayor parte de una farmentaciOn el crecimiento.es 

constante e independiente del cambio en la concentración de 

nutrientes. Sin embarQo, la velocidad d• crecimiento, semejante a 
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una velocidad de una reacción qutmica, es una función de la 

concentración de químicos. Tales qutmicos, son en este caso, los 

nutrientes esenciales o sustratcg pat~a el crecimiento .. La forma 

de la relación entre la velocidad de crecimiento y la 

concentraci6n de sustrat~ fu• obeerv•d~ por Monod <9> que es 

igual a la cinOt.ica d<> sat:urac:iOn e"hibida por adsorc:ión 

monomolecular. Asl, un modelo similar a la isoterma de adso~ciOn 

cnonomolecular de Langmuit" fué aplii.c:ada al crecimiento. Este 

modelo, el modelo de "ª"ºd• tien• la far .. ; .w=:~m&x.<SIKs+S), 

donde \ol as la velocidad de crecimiento, Ynui:;,. es la velocidad de 

crecimiento m.txima, S es la c:onc~ración de •ustrato y Ks es una 

constante igual a la e onc&ntttl"'ación etc &ustrato cuando 

..... o.51.1max. <22> 

El modelo de Monod es tJasactt:o,en obs~~~ones empiricas pero 

es frecuentemente justi f lcalho por a~trC1!ltmgila con cinética 

en:imátic:a de l"1ichael is-tter1ten. {l:li) 

1.s.1.11 Efecm de 1• f.-.t• di! carbono. 

Un adecuado suplermnto de l:a fuente de •C:.ar.tmno es critico 

para el crecimiento óptimo y fcrrmación d• prod~rc:~~. Todas los 

nutrientes tienen un l lmi te de clll\c:entracidn, •r.,.iilba de este se 

causa un decre11ento en la veloc:ida.dl de crecimiento .. 

El increnento en la i:oncentraci6n causa una dashidrataciOn 

parcial de la céJ u la y el efecto es L'tfla reduccidn en la velocidad 

de crecimiento 

osmóticos que l.as lev~duras y los hcngOG. 

En •l caso de carbohidratcs l;::t inhibición pot~ sustrato 

ocurre a,....riba de 50 g/ l. Otras fuentes de -:al"bono t ien~n efectos 
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mas espec!ficos en las células. Sustratos tales como fenal, 

tclueno o butanol e;;traen componentes celulares, igualmente daNan 

las m~mbranas arriba de unos pocos g/l. 

La c:oncentraciOn de la fuente de carbono también afecta la 

formaciOn del producto. Cuando se tienen concentraciones bajas y 

se observ• un incremento en la cancentraciOn de sustr~to, este es 

favorable para la slntesis del producto. Sin embargo, muchos 

productos de fermentación de interés est•n sujetos a represiOn 

catabOl ica de fLlente de carbono. De este modo, dicha fuente de 

carbono debe permanecer por debajo de valores crlticos. (13) 

1.s.1.21 Efecto d• la tu ... t• d• nitl"09ano. 

Par& que •l micraorg&nismo pueda sintetizar atninoácidoB ( y 

protelnas>, nucleOtidos y determinadas vitaminas, debe haber en 

el medio ambiente 1.m• fuente de nitrOgeno utiliz•ble. El ~tomo de 

ni trOgeno e~: is te en los compuestos natura les en varios C)t"ados de 

o::idac:iOn, desde +5 <cama en el nitrato) hasta -3 (como en el ion 

~monio~. Se h• comprobado la utili:•ci6n por div•rsos 

mict"ooroanismos de compuestos inorg~nicos que contienen el A tomo 

de nitrógeno en cada uno de •stos grados da oxidación, eMcepto en 

el estado +5. No es worprendente qu• la forma preferida eea 

generalmente el ion amonio, ya que el a.tomo da nitrOQeno ge 

incorpora a los compuestos or9anicos en esta forma. < 14> 

~os microor9anlsmos ti•nen la habilidad de desarrollarse a 

su velocidad de crecimiento máxima a muy pequel'fas concentraciones 

de nitró9eno. En general, la concentración de camPuestos de 

nitrógeno en· el ambiente es bajo y como consecuencia de esta las 

~•lulas que pueden desarrollarse r•pidamenta en concentraciones 

bajas ti•nen una desventajas competitiva t111portante. 

19 



Mas, a menudo, los problem&5 de inhibiciOn por sustrato se 

tiene de proveer también mucho nitróoeno. Amonio, arriba de 3 a 

~ gil causa a menudo inhibición. 

Si un cultivo se inicia sin una fuente de carbono 

<un azúcar>, en presencia de amino•cidos, el esqueleto de carbono 

de los amino•cido5 es consumido y se acumula el amonio. 

Si el nitrato es usado como fuer.te de nitrógeno. puede ser 

parcialmente reducido a nitrito el cual puede ser tóxico para la 

bacteria. De este modo, el efecto de una fuente de nitrógeno 

puede ser derivado tanto de sus productos metabólicos como de sus 

formas orlginales.<131 

I.~.1.31 DM1Qeno. 

Aunque casi todas las plantas y animales superiores dependen 

del suministro de 0>1:l9eno molecular no se puede decir lo migmo de 

los microorganismos. 

A diferencia con la que ocurre con las demás nutrientes, el 

oxigeno molecular es relativamente insoluble en agua, de manera 

que tiene que •er sumini5trada de forma continua a 

microoroanismos aerobios para que estos c1"ezcan. 

lo• 

Los 

microorganismos que crecen de modo aerobio en cultivos ordinarios 

en medio liquido, dependen de oxigene disuelto en el medie de 

cultivo, suplementado por la pequeha cantidad absorbida de la 

atmósfera durante la incubación. Esta cantidad de oxigeno es, de 

ordinario, insuficiente para satisfacer plenamente La demanda del 

microor;ani~mo, el cual, por consiQuiente. va estando en 

condiciones progresivamente anaerobias. La incidencia 

des·favorable de esta e!icasez de oxiqeno sobre el crEcimientc del 
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microorganismo .aerobio en los. cultivos ordinarios en medio 

liquido depende en cierta medida de la temperatura de incubación. 

Como quier• que la solubilidad del oxigeno en el agua crece 

a medida que la temperatura disminuya, los a~ganiamos que se 

tan limitadas sus 

incub"fl a altas 

cultivan a temperaturas bajas no tendr•n 

disponibilidades de oxigeno COlllo los que se 

tamparaturas.<14) 
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111 08JETIYOS. 

l> Obtenci6n de una capa mutante sobreproductora de metionina y 

li•ina, a partir de una C9Pa tran•formanta de &... !i.RJ..i. 

productora d• li•ina. 

21 "ontaj• de las técnica• de cuantificación de lisina y 

mt1tionina. 

31 ObtenciOn de condiciones óptimas fuente de carbono, 

nitrOQano y o~tgenol para el cr•Ci•i•nto y producción de lisina y 

metionina de la cepa obtenida. 

4) Determinación de prot•lna total en las cepas productora y en 

la nativa. 
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IIJl 11ATERIALE8 Y llETODOS, 

111.11 Cepas bacterianas. 

Escherichia !S!l!i QA1122 "Cepa trasnfor:mante productora de lisina 

EtCr>, Amp<r>, Thc<->" 

Escherichi• ~ Q33B Met(-), 

Escherichia IL9.l1 Q~3B, ICapa silvestral, 

Las capas san del cepario dal laboratorio de 

d• la FES-e. 

111.21 Pracluctos qutaicos y biolOQicos. 

b!atecnolagia 

a> Todos los aminoAcidos <de la serie L, a menos que se 

asp•cifique lo contrario>, •nAloQD• y azúcares <de la serie D>, 

adquiridas da Sigma Chamical Co St. Louis Mo. EUA, 

b) Sales org•nicas, •cidos, bases y solventes son de J, T. 

Bakec, M•xico. 

e) N-metil-N ·-ni tro-N-ni tco11oguanidina Cni troscguan!dina) 

fué adquirida de Aldrich Chamical, Millwak•• Wl, EUA. 

d) Los componentes de los medios para crecimiento masivo son 

fabricados por B!cxcn de México. 

el Medios da cultivo. 

Paca al crecimianto masivo da la capa sa utilizo •l medio de 

Luria-Bartrani CtS>¡ para el crecimiento en m•dio mtnimo se 

utilizo al medie de Rcbinscn Cccncantración IOX, que contiane1409 

de fa•f•to de potasio monob~sico, 2~ Q de sulfato d• amonio, 

estos dos componentes se neutralizan con N•OH hasta obtener un pH 

da 7.2, Pee otee l~dc, g da sulfate de magnesio, 100 mg de 

sulfato f•rcicc, 10 mg da sulfato c~pcicc, 10 mg da sulfato de 

manQaneso san disu•ltas •• aQreQan • la solución can pH 

aMCrtiguadc y pcstariocmant• •• afora a un litre con aQua 
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destilada). La fuente de carbono se aQrega posteriormente a 

concentración de 1%. 

111.31 Obtención d• .... tant•• rt1sist..,t•• a •tianina. 

En primera instancia •s necesario conocer la susceptibilidad 

d• la c•pa QA1122 a •tionina, que es un análogo tóxico de 

m•tionina, mediante una prueba de cancantrac i'on minima 

inhibitoria IMICI. Esta prueba ti•ne como finalidad conocer la 

concentraciOn a la cual el antt.logo es tO>tico y se pueden obtener 

mutantes que sean resistantes a este reactivo. 

Para realizar la mutación de la cepa se utilizó la técnica 

•n medio solido 1111 qu• conti•n• 111edio ~lnimo de Robinson lX m'• 

glucosa y análogo. Posteriorment• se e•patularon en dicho medio 

0.1 ml de una suspensión bactariana da un cultivo.fresco de 18 a 

24 hrs de la cepa QA1122 y •n el c•ntro d• la caja se depositaron 

unos cristales de nitrasoguanidina.. Después de esto, las cajas se 

incubaron a 37 C por un tiempo. de 72 a 9b .hrs, despuolrs de lo cual 

aparecieron en la periferia colonias mutantes, las cuales fueron 

aisladas en medio mlnimo Robinson mAs glucosa, paro en este caso 

sin •1 anAloQa, y posteriormente se les eval6a la capacidad d• 

producciOn de aminoAcidos. 

111.41 EvaluaclOn d• ll•lna y .. tlonina •xc ... tadas •l 119dlo. 

La •valuaciOn d• la capacidad de producción d• li•in• y 

,..tianina en las cepas mutantes, se llevtt a cabo de la aiQuient• 

••n•r•• las cepas fueron crecidas en medio mlnimo con Qlucosa al 

lY. y rojo de.f•nol lde conc11ntraciOn O.lY.l'coMO indicador •n ~na 

proporción d• 11100, •• incuba a la t•mperatura indicada y •• 

n•utraliza con NaOH ha•ta qu• •l sustrato •• haya agotado. Una 
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V•z terminado •1 proc••o, el cultivo a•l obt•nido se centrifu9a, 

la pastilla se elimina y el sobrenadante es esterilizado. 

Para r•alizar la •valuación de metionina •xcretada al m•dio 

•• utiliza la ttcnica de C""'!>l•mentacitln auxotrOfica <71, para lo 

cual •• n•c .. ita una cepa qu• requi•r• ftMttionina para cr•c•r, y 

••ta cepa e• le Q35B eet<-1 que•• una mutante de ~¡;g,lt. 

Cantidad•• variable• d91 sabrenadante se aftaden a un tubo d• 

cultivo con mlldio mfnima mis Qluco••• inoculado con una cepa 

met!-l y •• incuban a 37 e por 24 hr• y •e determina el 

crecimiento del cultivo por Medio de lectura• de turbiedad en un 

esp.ctrofotOmetro a una lon9itud de onda de 590 nm. La 

concentración de metionina •• determina interpolando los valor•• 

de turbiedad en una curva patrOn. 

Para la evaluaciOn de lisina, en el sab,..,,adante se 

determina su concantraciOn por el m•todo de Work 1241, que 

utiliza ninhidrina •n icido ac•tico, producitndose un ca.pleJo 

colorido que absorbe cuantitativamante a 444 nm. La concentraciOn 

de lisina se detarmina, al i9ual que en el caso de metionina, 

interpolando contra una curva patr6n. 

El llQl'ltaje de la• ttcnicas de cuantificación para c..ia uno 

de los amtnoAcido• •• establecen, de acuerdo con lo descrito, en 

la• tablas 11 y llJ mediante la construcciOn de curvas ••t.,,dar 

para cada aminoicido. 
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TABLA 111 Prac:lldi•iento .-pl•ado para obtener la curva estandar 

d• Mtionina. 

TUbos. o 2 4 

Su9PWl•i0n d• l• 
cepa ... t;(-l (Ul) 20 20 20 20 20 20 2() 

Glucosa 201'h&ll so so 50 50 50 so 50 

Rob. IOX Cul) 100 100 100 100 100 100 100 

... t. Std.1-"1"11 10 20 :so 40 so 60 

AQua d .. t. lul> e:so 820 810 800 790 790 770 

Ull tnic:rol i tras. 

Los sob...,,adantes • lo• cu•I•• •• le• quiere d•terminar la 

concentracidn d• Metionina se preparan de la misma forma que para 

lo• d• 1• curva ••tandar, •ola qu• en luQar d• metionina estandar 

u a11r99a un vol&l..n det•r9inado de sobr9ftadante. 

Una v•z preparado• los tubo• para la curva patrón y los 

•obr11nadant•• problemas, •• incuban a 37 e durante 24hrs. y 

po•t•rior...,te •• d•t•r•ina la turbiedad • 590nm y el problema •• 

lnt•rpole.,, la curva patrdn.C7l 
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TABLA I 11: Curva '?'Standa.r de l isina. 

Tubas. o 

Lis1n• std. 
con e. 2ntQ/ml lml > 

Ninhidrina <ml> 0.5 

1.5 

0.5 

1.5 1.5 

0.1~ 

0.5 

4 

0.25 

0.5 

1.5 

-- ---··-----------------------------

5 

0.5 

0.5 

1.5 

Los ti.ibas se coloc•n •n un bar'la de aoua a SO C durante 1 hr. 

Al cabo de ••te tiempa s~ aQr!i!Qa a ¡;:ad• tubo a.cida acético 

hasta co1npletar un voltlmen d• ~ ml •n c:•d• uno y se hacen las 

lectura9 de estas •e:cl•s en un espectrafot6metra a 444 nm. 

Para determinar" l• cantidad d• lisina •n los sobren•dantes 

;·~bl~m• se siQue •l mismo proc~imi•nta, sOlo ••sustituye• la 

l is1n• estandar por el sobl"'enadante en un volllmen detarminaco. 
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111.~> Dttte,..tnacten d• l•• concentracion•• 6pti••• de carbono 

nitr69eno 

producci6n. 

y oxigeno para obtener un .. jor rendi•ienta de 

Para determin•r las concentraciones Optima5 de carbono 

nitróQeno y ox!ge"o se llevaron a cabo cinética• de crecimiento 

del mic:roor9anismá. 

En prime~• inst•nciA, una cinética se realizó variando la 

cantidad de fuente d• carbono (glucosa) en matraces de 250 mi que 

c:ont•nlan SO ml de medio de cultiva con diferentes 

concentraciones de •z(lcAr que iban de,,de el o: hasta el S'Y. como a 

continuación se indic:a1 

1! Rabinson + Glucosa lY. 

2> Robinson + Glucosa 2Y. 

3) Robinson + Glucosa !'l. + Glucosa lY. 

41 Robinson + Glucosa !Y. + Gluc:osa 2'l. 

Sl RabintSon + Glucosa 2Y. + Glucosa !Y. 

ó) Robinson + Glucosa 21' + Glucosa 2Y. 

7) Robinson + Glucos.a 2Y. + Glucos111 2Y. + Gluco9a 2Y. 

8) RObinsan + Glucosa 2Y. + Glucosa 2Y. + Glucosa 2% + Glucosa. 2'Y.. 

A e.ida uno de los matr•c•• s11 le adicicn6 colorante rojo de 

fencl <en una prcpof'ción 1' lOO> como indic•dor para controlar el 

pH, n@utrali:•ndc con NaOH. 

Par~ tniciar la cinética, ~e a9r•90 a los matrace9 la 

primera concentrac;ion d• glucosa, se inocularon con un cul tivci 

fr•sco de l• c:ep_, se ai9uid el c:recimi•nto determinando la D.O. 

a !Pi'O nm tomando muestras de ca:d• matr•z a un determinadn 

intet"valo de t iempc y poaterlormente se ~gregO las dem4s 
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cantidades de glucosa cuando ya no habla una variación en la 

O.O., y as! sucesivamente hasta que se adicionó toda el azúcar en 

cada caso. Adem~s ••evaluó la cantidad de lisina y metionina 

e~cretadas al medio al término de la cinética de crecimiento. 

En e5te caso la cantidad de fuente de nitr"ó9eno se mantuvo 

const~nte as! como el volómen de medio de cultivo p~ra que la 

cantidad de oxigeno admini•trada ~l medio se mantuviera 

congtante. 

Par• obtener la concentraciOn 6ptima de fuente de nitrbQeno 

la. c:epa •• creciO en medio mlnimo de Robinsan, con diferentes 

1:4"nt1dadds de •ulfato de amonio como fuente de nitr6Qeno, 

contenida en •l medio min.lmo, que fueron de 1.2!i g/1, 2.5 gil, 

5.0 gil y de 7.5 9/l y Qlucosa a concentración constante, al 2%, 

mzi..nteriierdo invariable el val .. \men de medio de cultivo, es decir, 

con cantidad de o>:lgeno constante. Al iQual que en el ca!lo 

ar1t•1'rior. se tomaron lecturas a 590 nm a diferentes intervalos de 

tiempo y se determinó \a cantidad de lisina y metionina 

-?.:~creta.das al medio. y determinando ast la concentraci6n 6ptima 

de sulfato de amcnio para obtener un media de cultivo tal que 

permit• el Optimo creciffli•nto del •icrcargani•mo y la prcducci6n 

de ambos ~mino~cidos. 

Con lo que respecta. •l caso de vari•ci6n en la cantidad da 

aNl9eno suministrada al "'•dio, i;Olo se varia el valll-n de -dio 

de cPlth•a p¿11ra ast obtener diferentes relaciones volúrnen de 

matra~/volUmen de Medio de cultivo CVm/Vl>. 

Se trabajo can 4 relaciones con valores de 2.~ <es decir que 

~l -.'Olúmeri d .. ?1 m.;o.traz e5. 2.5 veces mayor que el volúmen de medio 

de cultiva>1 5.0¡ t•J.0 y l~.O, y en este caso la cantidad de 



fuente de carbono y de nitr6Qano se mantuvieron constantes. 

111.6) Detert1inaci6n d• proteina• por el .. todo de Kjeldahl. 

Pilra llevar " Cilbo la diQ•stión se colocan 1 mi o· 100 mg de 

muestra a un tubo qu• contiene 1.5 g de •ulfato de sodio, 0.2 g 

d• •ulfato cdprico y 2 mi d• 6cido sulfdrico concentrado¡ e•to se 

coloca en el diQestor hasta la aparición da un color verde­

azulaido, para posteriormente llevar a destilar pare.. liberar el 

nitrógeno y valorar con HCl 0.1 N. 

Un mi d• HCl 0.1 N equiville a 1.4 mQ de nitrógeno, y el 7. se 

obtiene de dividir entre el peso seco de la muestra y 

multiplicado por 100. El 7. de proteina e• igual al porcentaje de 

nitró9eno por el factor de conversión qua e& de 6.25. 
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IVl RESULTADOS. 

1v.11 ObtenciOn d• mutantes resistentes a etionina. 

F'~ra obtener mutantes de la cepa QAl 122 resistentes a 

eticnina, '5e llevó a cabe un ensl\yo de MIC, con lo cual se 

determlnó que la concentraciOn adecuada para obtener este tipo de 

mutantes fué de ~b mM de etionina. A la cepa &si obtenida se le 

denominó QA1122F. 

l..os resultados de la. sensibilidad a etionina. e.e encuentran 

en la t"bla IV. 

lV.2> Cuantificación de lisina, por el .. todo de Warkt y de 

metionina par el .. todo de c011plementaci6n auKotrOfica. 

Con l• metodclo9la de5crita en materiales y méitodos, se 

elaboro una cut'va estandar p•ra cada aminoácido y ~obre ella se 

interpola.ron 

problema:. 

los resultados de D.O. de los •obrenadantes 

La.:; cL1rvas estándar para cada aminoácido !Se encuentran •n 

1~~ ~tg1.1ras .S y 4, p3ra metianina y li.sina respectivamente. 

tV.3> D•t•rmlnación de concentraciones dpti•as d• carbono, 

nitró9•no, y awl9eno. 

Las curv~s de cinéticas de crec1<niento, v•ria.ndo la cantidad 

d~· 1L·-=r.te de i::r~rbono, fuertte de n1 tróq•no y variación en el 

volúmen de medio de ~ultivo c:an respecto •l volúmen de m•traz, se 

~esumen en las fiQura• 5•, 5b, 6 y 7 respectivamente. 

En el i:aso de fuente de c•rbono las •limentaciones al medio 

de cultivo se dieron, cuando la D.O. del cultiva ya no AumantAba, 

t.:.ntas veces hasta complet•r la conc:entr•ciOn d• azúcar ·•n cada 

caso. 

Con lo que respecta al crecimiento, •n las figuras 5a y 5b, 

:n 



Tabla IV1 Susceptibilidad da la cepa QA1122 a etionina. 

Concentración de 
•tionina <mMl 

Crecimiento. 

o 

+++ 

+++ Crecimiento abundante. 
++ Crecimiento moderado. 

+ Poco crecimiento 
No hay crecimiento 
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s.t:.o or.>~crva;. qt.tG la tendencia de este, es similar en todos los 

'~!i.S·:>G y que la variación en cuanto a la D.O. mixima obtenida es 

muy simj lar por !o que seria mas recomendable trabajar con 

~oncontr .. ciones pequerras de azllcar. 

En cuanto • la cin•tic• de cr•c1mi•nto con c•ntidad de 

nitrOgeno vari•ble, en el medio minimo de Robinson se, tiene un• 

concentraciOn normal de 2.S g/l de sulfato de •monio y, 

obs•rvando la figura 6, se nota que con cantidad di9minuid• de 

fuente de nitrógeno el crecimiento es menor que con nitrógeno 

normal en el media d• cultivo paro no para el caso de tener 

aum•ntad• •sta fuente ya que se ob••rva qu• lo• crecimientos son 

simil•res y tienen l• mi&mA tendencia. Para este C8SO SP. tomaron 

en cu•nta relaciones carbono/nitrOoeno <C/N), a partir de 

ccnsid•rar las difer•ntes cantidades de sulfato de amonio 

manteniendo constante la cantidiad de glucosa C2X>, con los 

siguientes valor•s1 

Par• L.25 g/1 de sulfato de amonio se tiene una relación C/N 

de 16¡ en el caso de 2.3 9/l la relación C/N es de 81 con 3 9/l 

dicha relación toma un valor de 4¡ •!entras que para 7.3 9/l de 

sulfato de amonio en el medio la relación C/N es de 2.67. 

En la 1i;ura 7 sa obs•rv• qt..~• •l variar la relac:i6n entre el 

volumen de medio de cultivo y el volu.,.n del matraz sf influye en 

el crecimiento ya que al au....,tar el volu.,.n de .. dio hay una 

disminu~ión en el c,..ctmi•nto del mic~aor;anismo. 

~os resultados de produccl&n y rendimi..,,to de llsina y 

IMltioni~a obt•n1dcs en cada casa d• fuente de c•rbono, ·nitr6g•no, 

y con ·:hferentes votll:menes de medio .de cultivo se encuentran 

enlistado& <Pn tas tablas V, VI y VU respectivamente. 
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FIG. 68 

CINETICA DE CRECIMIENTO 
FUENTE DE CARBONO 
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FIG. 5b 

CINETICA DE CRECIMIENTO 
FUENTE DE CARBONO 
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Tabla V1 Producción de lisina y metionina de la cepa QA1122F con 
diferentes condiciones de crecimiento. 

Cantidades variables de Lieina R* Metionina R* 
fuente de carbono <mg/11 c:o <mg/11 (%) 

-----------------------------------------------------------------Oluc.1% 3':59 3.59 ':56.84 O.S67 

Gluc.2% 341 1. 7 104.'!52 o.:523 

Gluc.1%+1'1. 1097 '!5.43 129.47 0.64 

Gluc.1%+2'1. 110'!5 3.68 16:5.S 0.'!55 

Gluc. 2'1.+1:'. 359.7 1.2 106.67 0.355 

Gluc~2Y.+2'l. 453 1,13 110.16 0.27 

GJuc.2%+2'Y.+2Y. 397 0.66 125.40 0.21 

Gluc.2Y.+2%+2Y.+27. 403 0.503 105.33 0.132 

*El rendimiento se def in• como graMOe de producto obtenido por 
gramo de sustrato utilizado (considerando que el sustrato se 
c:onsume completament•J, •><prasado en~. 
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Tabla VJ1 Praduccidn d• listna y ••tianina d• la cepa QA1122F can 

diferent .. cantidad•• de sulfata de ••anta. 

Cancentractdn de Relación Lisina R* "etionina R* 
sulfata de a111ania IC/NI 

(Q/11 llllQ/11 IXI <119111 CXI 
-----------------------------------------------------------------

t.25 lb 648.B 3.24 35.10 0.17S 

~.s 8 717.18 3.59 :S0.13 0.25 

5.0 4 ,788.67 3._94 68.90 0.34 

7.5 2.67 810.40 4.05 49.86· 0.249 

• El rendi•i•nta est6 definida en la tabla v. 
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Tabla Vll1 Producción d• lisina y metionina de la cepa QA1122F en 

di1•r•nt•• volt.lm•n•• d• medio de cultivo. 

R•lacion•s vol~m•n de Lisina 
matraz/voH101en de medio. !mi;¡/l l 

2.5 

5.0 

10.0 

15.0 

294. lb 

415.75 

529.47 

537.34 

1.47 

2.07 

2.69 

* El rendimiento esta definido •n la tabla v. 
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Metioninn 
!m9/ll 

69.96 

70.00 

74.35 

67.00 

0.349 

o.35 

0.37 

0.335 



IV.4) Protalna total da la cotpa QA1122F productora de li&ina y 

m•tionina, y d• 1a.cotpa silvestre de&.... '21.1 Q358. 

La cuantificación de proteina total de ambas cepas se siguió 

por el método de KJaldahl mencionado en materiales y métodos , y 

los raaultados se dan a continuaci6n1 

CEPA 

QA1122F 

Q358 

43 

PROTEINA (%) 

53.055 

3b.4b 



IY.~n Cin•Uca da craciMianto y producción d• la capa QA1122F con 

concantracion•• ópti••• d• nitrógano, carbono y oKlgano. 

Para determinar cuales son las producciones de lisina y 

metianina y el crecimiento bacteriano en las condiciones Optimas 

de nitrógeno, carbono y oxigeno se parte de observar, en cada 

caso, en que matraz. se abti•ne el mejor crecimiento •d•más de la 

mayor producción de cada •mino~cido. 

De acuerdo a los result•dos Optimes oreviamente obtenidos de 

las diversas cin•tica~ se realiz6 la que se especifica en la 

fi9ura a que presenta la cinética de crecimiento de la cepa 

QA1122F y la cinética de producción de lisina y met!onina en la 

figura Ba y Bb ra•pectivam•nte, 

Esta cinética se llevo a cabo con fuente de carbono 

(glucosa> a una concentraciOn del 2%, repartida en dos porciones; 

sulfato de amonio <fu•nte de nitrOgenc> a 5.0 9/l para obtener 

una relaciOn C/N de 4.0 adecuada para el 6ptimo crecimiento y 

producción de lisina y meticnina, además se trabaJ6 con una 

relación volúmen matraz/volúmen de medio de cultivo de 5.0 que es 

con la cual se obtuvieren les mejores rendimientos de producci6n 

en cada caso. 
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V) DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES. 

Mediante la técnica de mutación se obtuvieron capas etionina 

resistentes, de las cuales se selecc:io.naron 10 que se encontraban 

cerca d•l halo de inhibi~ión que provoca la nitrosoguanidina. En 

estas cepas se •nsayO la capacidad de producción de lisin• y 

metionina, ya qu•~no todas produci•n la misma cantidad da ambos 

aminoicidos. Asl, se seleccion6 sOlo una que producta la mayor 

cantidad d• loe dos. ·aminoácidos. La prcducci6n d• la c•pa 

sel•ccion•d• para este trab•Jo fué d• 56.9 mg/1 de metionina con 

un r•ndimi•nto de 0.285~ y 339.7 mg/l de lisina con un 

r•ndimi•nta d• 1.7985~ baJo condiciones de crecimiento en medio 

mfnimo de Robinson mas 2~ de glucosa. 

La t~cnica de cuantlflcaciOn da 

complementación auJcotrOfic:a es especifica, 

metionina 

aunque con 

por 

•l 

incanvenient• de que sólo se mantiene una relación lineal hasta 

una conc•ntreción d• 0.06 mM, ya que arriba de esta concentraci6n 

•l cr•cimiento d• l• c•pa Q358 Met (-), ya no es proporcional a 

l• cantidad d• m•tlonina pres•nte. Ad•m•$• ••ta t•cnica reRulta 

s•r une buen• a.lt•rn•tiv• para evalu•r otro tipo de amino~cidos, 

•i•mpre y cu•nda se cuente con la cepa auMótrofa •l producto de 

interes. 

D• la técnica de •valuación de lisina, la int•nsidad de 

color producid• •• proporcional a la conc•ntración de •mino6cido 

presente. pero, 5ólo dentro de cierto ranoo, as decir, ya no se 

encuentra u~a relación lineal por lo que sarta conveniente llev~r 

a cabo diluciones de los prablem•s tanto par• esta técnica como 

para al caso de la evaluac:iOn de metionina. Esta técnica 

constituye la base d• un método gener•l para identificar otros 
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alfa-aminoAcidos, as! como proteínas y péptidcs que contengan des 

grupos amino l ibre!i. 

Anal i2ando las cinéticas de crecimiento, con respF.!cto a la 

de fuente de carbono· (figura :5a y 5b) se puede obtservar que la 

adición de Qluc:osa al medio, a determinados intervalos de tiempo, 

no favorece el crecimiento, ya que no hay una variación 

significa.tiva en la D.O. máxim" abtenid<l utilizando 

c:onc:entrac:ione9 pequel"la<s, asi como conc:entrac:ione9 elevadas de 

a:?Ocar en el medio. Esto podria estar dado porque la b.a.c::teria no 

asimile toda la fuente de carbono y, al agregar más al medio, 

podrfamos estar saturando a l"a bacteria, por lo que se ve 

inhibido el crecimiento. En cuanto a la producc:i6n de metionina, 

esta tampoco se ve ~uy favorecida por la adtciOn de glucosa, ya 

que no se observa una diferencia clara en la producción, al 

utilizar cantidades elevada• d& glucosa. Caso contrario sucede 

cuando la alimentación al, media sa. lleva a cabo can 

concentraciones peque~a• de fuente de carbono ya que, utilizando 

17. da esta fuanta, se abtiene una praducci6n de S6.S4 mQ/l y, que 

can un 27. la producción •• va incrementada casi al dobla esto •• 

parque tiene el dable da cantidad da carbono, adem•s asta 

producción se ve tcdavfa aumentada cuando el 2% de a:dc•r es 

dividido en dos parcionas con lo cual el randiMianta da 

praducci6n se mejora. 

El misma casa H presenta para la praducci6n de li.sina, que 

con azócar en pequet'ra& concentraciones y qUe adem•s es r9Part~da 

en varias porciones, se abtiene la mayor produc:ciOn y el mejor 

rendimiento. Qulz• esta sea.debida a que la bacteria utilice 
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adecuadamente la fuente de carbono al tener poca cantidad y que 

pueda aprovechar al máximo p•ra obtener asi la mejor prcducciOn 

de los aminoAcidos l isina y metion.ina, además de la meJcr 

cinética de cracimiento. Esto nos da pauta para concluir que las 

alimentaciones con fuente de carbono al m•dio de cultivo son una 

buena alternativa para mejorar la producción del .m•tabolito de 

y que ea tas alimentaciones sean utilizando 

concentraciones pequehas'de az~car y asi obtener tambi•n mejores 

rendimientos de producción, y el mejor cr•cimlento del 

microorganismo. 

Con lo que 

producción donde 

.,.dio mlnlmo da 

respecta a la cin6tica de crecimiento 

•• varia la la cantidad d• nitrógeno, en 

Robinson •• tiene sulfato de amonio en 

concentración de 2.5 g/l y en la grAfica ••observa qua al tener 

disminuida asta concentreci6n, el crecimiento es Menor con 

respecto a aquel con cantidad de fuente da nitrógeno normal 

contenido en •l madio·y que, con cantidad de sulfato de amonio 

au~entada al crecimiento es similar al que se tiene en el caso de 

fuente da nitrógeno normal en el m•dio de cultivo. Adem,s, se 

sab• que el aumentar la cantidad de nitrógeno se ve favorecida la 

producción de los amino•ctdos y disminuido el crecimiento. 

La producción de lisina aumenta con cada incremento de la 

cantided de nitrógeno y sucede lo mismo para el caso de 

producci.:in de mationlna, sólo que utilizando 7.~ 911 de sulfoto 

de amonio la producción para el sec;,undo amino•cido disminuye. 

Esto podria explic•rse porque lisina. tiene •n su estruct1..tra 

das grupos amino y metiontna ~Ole 1., por lo que la mayor cantidad 

d• nitrógeno sea canalizada h•cia la producción de lisina ya que 

50 



meticnina t"equiere de menos nitró9eno, por eso la disminución en 

la producción de metionina en el tlltimo caso y lisina sj.gue 

aument•ndo su producción aunque el crecimiento no sea favorecido 

con el increm•nto de sulfato de amonio ~l medio. Otra explicación 

•• que •1 nitróQeno para la producción d• ,..tionina esté en 

ewceso por lo cual la producción en último caso da fuente de 

nitrOgeno •• vea disminuida. 

Al aumentar 1• c•ntidad de la fuente de nitrógeno y mantener 

constante la fuente de c•rbono, la relación C/N va disminuyendo y 

al disminuir esta, la. producción de las aminoacidcs se ve 

favorecida pero 90 el c•so d• metionina la produccción m4xima &• 

obtiene •n un valor de·C/N de 4, y para lisina ••ta producción 

m6Mim~ se obtiene con una r•lación C/N d• 2.47. 

Con lo que respecta a la cinética de cr.cimiento y 

producción donde •• varia el oxigeno, vari•r •l vol~m•n de medio 

de cultivo en matraces da SQO mi, •• 4na bu•na opción para 

au...,,ta•' la c:antidad d• O•fQeno administrado al -dio, ya qu• •1 

cr•ci•*•nto •• v• favor•cido y la producciOn taebi•n, pero •1 

inconveniente es qua, mi•ntras ••yor ••• la relacic!n vol~...,, d• 

•atraz/voltlmen de -die, •1 volll1u:m dal -.lio de cultivo ser4 

cada v•z menor por lo que no seria apropiado •1 tan•r poco m•dio 

de cultivo en un •atraz cuye cepacidad as mayor a la que •e ••t• 

tr•baJando. Una alternativa par• tratar d• tener al mAximo 

vol~men de medio de cultivo posible es llevar a cabo cirjéticas de 

crecimiento en un fermentador, ya que •qui ·.1 auministro P• 

oxig•no •• continuo y •l voldmen de medio de cultivo se mantiene 

constante. 
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Revisando los resultados de producciOn y crecimi•nto de las 

diferentes cinlttica!I podemos decir que1 

a) Es mAs recomendable trabajar ~on cantidades peque~as de 

glucosa <por eJemplo 2X y que este porcentaJe •• divida en dos 

partes, •• decir, iniciar la cin•tica con fu•nte de carbono al 17. 

y agregar el 1Y. r~stante, cuando la O.O. del cultivo no vartel, 

dado qu• •l•vadas cantidad•• d• la •i•mi1. no a•eguran una gran 

producción de lo• 1ne.ta~:>1;>l i tos de int•r•• y con menores cantidades 

pod•mo• obt.n•r los mismas niveles de producción que, incluso, 

podrlan ••r un poco mAs al tos y iasi meJorar el rendimiento de 

producción. 

b) La relación Carbono/NitrOgeno m6s apropiada para 

aptimizar al procaeo •• d• 4, procurando tener una cantidad de 

5.0 gil de sulfato de amonio como fuente d• nitrOg•no y glucosa 

en una concentración tal que no varle esta relación. Este porque 

hay que tratar da mantenar una relación C/N que ••• adecuada para 

el microorganiSlllO ya que, de acu•rdo a los procentaJes de carbono 

y nitrógeno celulares •• tiene aproKimadament• una relación de 5, 

pero ademA• hay que considerar tambi•n la relación C/N tanto de 

.lisina COllCI de metionina los cuales ti•n•n una valor de 3 y de ~ 

respectivamente •• por ••to qu• se toma un valor Intermedio de 

C/N para tratar de prov•er la cantidad suficiente d• c•da fuente 

al microorganls~o para que tenga un crecimiento el cual permita 

qu• la producción de los aminoácidos sea la mayor posible y a&i 

tener los mejores rendimientos de producción. 

el El valor de la relación Vm/Vmc más recom&ndable par• 

la mejor p~oducción y crecimiento es de 10.0, y& que con esta& 

condiciones se tilme un incremento en la prodLtcc:iOn da metionina 



ast como para lisina, pero se encuentra el inconveniente de 

trabajar con matraces de elevado volúmen con respecto al vol_últlen 

de medio de CLlltivo por lo que se considera que el trabajar con 

una relación Vm/vmc de 5. O ya que la producción y el crecimiento 

obtenidos no disminuye considerablemente. 

d) Se puede establecer una cinética de crecimiento y de 

producción, conjuntando estos resultados y determinar si 

realmente estas son la.s condiciones ideales para una buena 

producción de los dos aminoácidos, como c:ansecuencia de un 

crecimiento adecu•do al utilizar un medio de cultivo óptimo. 

Con los anteriores resultados, si en un medio minimo como lo 

es el Robinson se hace crecer un microorganismo, la proporción 

del crecimiento está limitado por l• concentración de los 

nutrientes en el medio de cultivo. Esto es, que un nutriente 

componente dal medio de cultivo en exc~so no nec~3ariamente 

favorecer.o\ el crecimiento sin.o que al coi;ttrario puede inhibirlo 

pero los rendimientos de producción no &en proporcionales a el 

aumento an la concentración de este componenete en part i~ular. o 

de varios, es decir, que hay que tomar en cuenta la cantidad de 

cada componente en un medio ya que pude ser que el microorganismo 

ne asimile todos los nutrientes o que no los consuma todos en la 

misma proporción. 

Andli::::ando la cinética de crecimiento y producción de lisina 

y metionina de la cepa QA1122F con condiciones óptimas de 

carbono, nitrógeno y onigP.no, se observe que al aumentar el 

cP"ecimiento la produccion también s·.? ve incrementada, pero la 

cantidad de ll~1na y metionina máxima excretada al medio de 
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cultivo en este e: aso, es t.m poco menor" al igual qL1e el. 

cret.:.imiento. Esto podria esl.ar dado pat· q1..1e las condiciones que 

se estan trabajando no sean las adec.L1adas en conjunt.Q par~ el 

óptimo crecimiento y pr·aducción de lis.ina y metionina, porque 

cada condicion es óptima para un am1noiicido o piara otro o 

simplem•nte para ~el crecimiento, ya que l• mayor producción y 

rendimiento de li•in• con fuente de nitrOr;,eno vari•ble se obtiene 

con 7.5g/l de sulfato de amonio, mientras que para metionina es. 

con 5 .. 09/l, y el crecimiento es similar con cualqu1eril de estas 

dos concentrilciones de nitr69eno en el medio de c:ultivo. Por otra 

parte, con di1erentes volúmenes da medio de cultivo el 

crecimiento e& mayor con una relación Vm/Vmc de 15. y lisina 

tiene su producción mAHima también en esta relación pero con un 

valor de esta relación de 10 la producción es c:a~.1 la misma que 

con 15, mientras que para metionina la mayor producción :.e 

obtiane con una valor de Vm/Vmc de 10 c:on el inconveniente que el 

volúmen de medio es muy pequerio, por lo que se utiliza una 

relación de S.O. 

Con respecto de la conc•ntraciOn de protelnas celulares, 

podemos observar que •l porc:ent•~• de estas e• mayor •n la cepa 

transformante de~~ sobreproductora de lisina y metianina 

qua en la cepa •il'!eBtre CS,:_ coli. Q358). Esto podria estar dado, 

por que en la cepa que produce lo• do& aminoácidos, probablemente 

el microorganismo no esté e>:cretando al medio la l:otc-.lidad de los 

metabolitos que está produciendo, sino que en el interior del 

mismo haya una buena cantidad de estos. incrementiiindose a~i la 

cantidad de nitrógeno celular. El que el microorQanismo no 

excrete la totalidad de los aminoácidos al medio de cultivo püede 
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estar dado por la permeabilidad qLle presenta la. membrana del 

mismo por lo cual se obtiene un mayor porcentaje de nitrógeno en 

la. célula. Otra. opción puede ser que al tener una cierta 

ccncentr•ciOn de aminoAcidos dentro de l• célul• se empi~ce a dar 

un gradiente de concentr•ciOn y que los m•tabolitos sean 

e::cretados al m•dio de cultivo hasta qLt• se eQu1libre '1a cantidad 

de lisina y metionina tanto dentro como fuer·~ de la célula. 

Esto sugi•re el utilizar la biomase como una fuente 

alternativa de complemento Alimenticio, por lo rica que es en 

nitrógeno, y por los mvtabolitos que el microor9anismo no eKcreta 

al medio de cultivo. 

Serié nec~sario llevar a cabo cinéticas de crecimiento a 

nivel fermentador para tratar de incremantar la producciOn de 

l1s:na y metion1na y ver si podrla ser utilizada esta cepa ~ 

n1-.el industt"ial. 
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