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RESUMEN
En este trabajo se reporta la obtencidn de una cepa
sobreproductora de lisina y metionina, a partir de una cepa

transformante de E. coli sobreproductora de lisina (QA1122), por

medio de una muegcién con un andlogo de metionina (etionina).

Esta cepa, denominada QA1122F, tiene una produccién de
lisina de 359.7 mg/1, éon un rendimiento de 1.7985% y 56.9 mg/}
de metionina, cuyo rendimiento es de 0.285%, bajo condiciocnes de
crecimiento en medio minimo de Robinson més 2% de glucosa como
fuente de carbono. La cepa RA1122 tiene una produccidn de lisina
de 340 mg/1 con un randimiento de 1.8% y metionina 45 mgll'y su
rendimiento es de 0.22%% bajo 1las mismas condiciones de
crecimiento mencionadas para la cepa QAL122F.

Ademas, se obtienen diversas cinéticas de crecimiento de 1la
cepa sobreproductora, variando 1las condiciones del medio de
cultivo, partiendo qe que un'microorglnismo necesita de una
fuente de carbono, de nitrégeno y oxigeno para poder
desarrollarse y encontrando asi un medio de cultivo 6ptimo para
obtener la mejor cinética de crecimiento y produccion de lisina y
metionina y as{ también los mejores rendimientos de produccion

para ambos aminodcidos.



- 1) BENERALIDADES.
1.1)Intraduccitn.
1.1.1) Historia de 1la biotecnologia.

La biotecnologia consiste an la utilizacién y transformacidn
de microorganismos, ‘ células vegetales o animales. para la
obtencion, en forma eficiente, de productos benefteon para €l
hombire. (19}

Una buena cantidad de compuestos orgénicos utilizados en  la
farmacotlogia, 1la agricultura, los energéticos o la industria
alimentaria, se derivan de praocesos biolégicos bajo coentrol
industrial =n los cuales intervienen microorganismos. Una lista
tentativa de tales compuestos puede wer la siguiente:

=Industria Quimicas plésticos, productos para la industria
textil y solventes.

~Enaergéticos: metanol, etanol, biogds y produccién de
hidrogena.

~Biametalurgias nxtr;cciaé de -x-mcnébn metdlicase {(Fe, Cu,
n). R

~Industria alimentaria: proteinas, aminoacidos, vitaminas,
sintesis de saborizantes, condimentos artificiales, behidas
fermentadas, jarabes y bioinsecticidas. ’

~Industria farmaceéuticar antibioticos, vacunas, hormonas,
interferdn, anticuerpos monoclonales y otros.

-~ Area ambiental: tratamiento de aguas rqsidualls,
transformacion de residuos duomésticos y ab?ncs. ’

La microbiologia industrial requiers del crecimiento de
microorganismos en farmentadores, dentro de un determinado esedio

de cultivo que posse los nutrientes necesarios y los precursorss



de las sustancias que se desea obtener: alcoholes, antibibticos,
vitaminas, vacunas, etc. En la ingenieri{a gendtica, por su parte,
se chtiene el gene deseado, biolégica o sintéticamente; se clona,
uniéndolo a vectores moleéulnrc; (plasmidos o transposones), para
ocbtener multiples copias y se introduce en otros grupos celulares
para transformarlos.

La produccién de biggés parte del confinamiento de residuo:
organicos (v-qetaln; 'y animales) en un biodigestor donde su
descomposicién a través de diversos grupos de microorganismos
libera entre otros gases, el metano. (19

Estos son procesos de la biotecnologifa, pues aungque muy
distintos en apariencia, utilizan sistemas bioldgicos. Las
bacterias, levaduras, hongas, algas, cé#lulas y tejidos de plantas
y animales, o enzimas aisladas de estos organismos, provean los
ingredientes activos para la formacién de nuevas industrias vy
para el reemplazo de 10s procesos quimicos o mecdnicos existentes
can procesos microbiolégicos industriales nuevos o
improvisados. (15)

La Federacion Europea de Biotecnologlia considera que: “La
biotecnolagia hace posible, a traves de la aplicacién integral de
los conocimientos y técnicas de la bioquimica, microbiologia,
genética e ingenieria guimica, el logro de beneficios a nivel
tecnolégico, & través de las opropiedades y capacidades de
microorqQanismos y cultivos celulares". (4)

Para algunos autores 1la biotecnologi{a se inicia con 1la
moditicacian genética y por ende metabdlica, de celulas

procariotes y eucariotes, para 1a obtencidn de nuevgs compuestos



» el incremente en la produccidn de los ya sinteticados. En  este
caso la historia de la biotecnologia se remonta al inicio de la
biaologia aelecular. Para otros, la biotecnolonia aparace con  las
diversas metodologias de transformacidon que han  usado las
civilizaciones desde‘lus inicios de la historia hasta nuestros
diag, cuande las manipulaciones biomoleculares -alcanzan la
transformacion genética de algunos organismos. De aesta manera,
especialistas como Pierre Douzau separan la biotecnologia en una
etapa primitiva, una etapa moderna y, finalmente, la era de la
biotecnologia de vanguardia o de la nueva generacidn. (19)

€l usa de microorganismos para el beneficio del hombre se
utilizd desde épocas muy antiguas, de manera proporcionzl a  los
conocimientos que se poseian y, como es evidente, para satisfacer
necesidades basicass en ls produccion de pan, quess y bebidas
fermentadas. Si bien hace SC00 affos el hombre no manejaba
directamente los microorganismos, pues no  las conoctas, se
baneficiatia sistemsticamente con las 'transforma:iones que
producian, Actualmente, podemas no s&la confinar al
microorganismo en un medio de cultivo, sino alterar su
informacion genétice y “beneficiarnos' aun méz de é¢l. No hay aque
perder de /1sta gque los objetivos siempre han sidoc los mismos:
lograr beneficios a partir de 1a actividad celular sobre la

materia argdrica. (19)



1.1.2) PAPEL DE LISINA Y METIONINA EN LA NUTRICION.

Los animales, de acuerdo con la especie & que pertenecen,
difieren en sus necesidades nutritivas. En general requieren
triptofano, lisina e histidina, pero la mayoria necesitan mas de
tres aminoAcidos esenciales, La nutricién humana requiere al
menos ocho. )

Como puede :nmprenQerse, la cantidad de proteina necesaria
para la dieta animal dépende no tanto de las necesidades totales
en nitrégenoc aminica, como de sus exigencias de aminoAcidos
esenciales. Puesto gque las proteinas tisulares y otros compuestos
nitrogenados estan siendo continuamente degradados y
reemplazados, esta necesidad persiste durante toda 1la vida
animal.

Los alimentos para animales tales como grano y otras
semillas contienen sédlo pequefas cantidades de L-lisina. Dado que
aves de corral, cerdes, ganado vacuno y otros animales de cria
son incapaces de sintetizar este aminoécido, debe ser adicionado
a estos alimentos para proveer una dieta adecuada. De este modo
L-lisina es una substancia de considerable importancia econémica.

Metionina no sdlo es un aminodcido esencial, sino también el
donador principal de un metilo en sistemas metiltransferasa a
traves de el intermediario S-adenesilmetionina. €s también un
precursor importante de poliaminas y etileno. Grandes cantidades
de DL-meticnina son usadas para incrementar el valor nutricional
de alimentos para uso animal.

La demanda de metionina como un aditive alimenticio ba

incrementado con el aumento en la utilizacidon de harina de



semilla de soya, porque las proteinas de esta semilla son
deficientes en metionina. En el presente, la produccidn de DiL-
metionina ocupa el seqgunda lugar después de Acidn glutdmico en la
produccion total de aminoacido. Varios L-aminodcidos, incluyendo
acido glutdmico y li;ina son ahora producidos con bacterias por
utilizacién de carbaono y nitrdgano, (4)

La carencia de estos aninodcidos provoca, " an nitos,
cuadros muy graves de deshnutricidn. En el caso de los animales
monogdstricas, dietas deficientes en metionina, provoca cuadros
de higado graso y necrosis, mientras gque se presenta hiperplasia
de la médula 4sea, cuando hay carencia de lisina. (16,23)

En los alimentos de origen vegetal, fuente de calorias y de
parte de la proteina regquerida, se encusntra que los niveles de
lisina y metionina son muy bajos. Tal es el caso del sorgo, que
es usado como base para la formulacion de las dietas para
animales monogastricos. En el casoc de la dieta humana, se
raquiriria un minimo de 500'1 700 g d.'malz para cubrir las
necesidades diarias de estos aminodcidos. (2)

El uso de lisina y metionina, al igual que cualquier otro
camponente para la alimentacion pecuaria, estd sujeto a dos
factores: disponibilidad de mercado y precia. A su vez, aestos
factores dapenden de 1a eficiencia de operacién y capacidad
industrial. Actualmente en México se producen alradedor de sais
mil toneladas anuales de lisina, por un proceso qxcrobtano
madiante tecnologia japonesa, mientras que la planta kndustrial
para la fabricacién de metionina dejé de producir gn:t?BA y ‘s&
importan mas de cinco mil toneladas anuales de este aminocidcido

que es sintetizado gquimicamente a partir de setilmercaptanc. Por

S



otra parte, es interesante mencionar gque la demanda de lisina
para uso terapéutico humano, en casos de desnutricidn elevada,
quenaduras o regeneracion tisular va cada vez en aumento y que el
100% de este producto es ﬁn origen extranjero. (20)

1.2) ANTECEDENTES DE LA PRODUCCION DE AMINOACIDOS. PRODUCCIDN
MICROBIANA. )

En los ultimos nﬁol han aparecido una gran cantidad de
reportes sobre m!c?oo?qanismos sobreproductores de aminodcidos,
incluyendo cepas silvestres, mutantes auxotréficas y mutantes

resistentes a andlogos. Esto fued posible como consecuencia del
conocimiento sobre @l metabolismo bacteriana (&), y la
organizacion de la informacién genética (1)§ un gran namero de
mutantes hiperproductoras han sido disefhadas utilizando el
principio de alterar gendéticamente a la bacteria modificando o
cancelando sus mecanismos de control.

De este modo, las bacterias carecen de los sistemas que
evitan los dispendios de materia prima que representa groducir
aminodcidos u otros productos mas alla de las necesidades del
microorganismo.

1.2.1) MUTANTES AUXOTROFICAS.

Una de las estrategias para la obtencién de mutantes
hiperproductoras es @l aislamiento de cepas auxotrdticas para
algun compuesto biosintéticamente relacionado. Este razonamiento
es especialmente Gtil para la producciéon de aminocdcidos, ya que
algunos de elios forman parte de familias con tronco biosintético
camiun. Tal es el caso de los aminodcidos aromdticos y los de la

familia del aspartico. Este mecanismo se basa en que, al bloguear



una de las ramificaciones biosintéticas, se carga el flujo de
materia prima hacia vno de los productos finales. Esto es, al
obtener auxotrofia a un aminoacido, el flujo de materia prima se
canaliza hacia la produccién de aquellos otros de la misma
familia cuya sintesi's ne ha sido bloqueada.

Asi mismo, la ausencia del producto no sintetizado deja de
representar un factor de inhibicion para la sintesis de los demss
productos. En el caso de las aminoécidos de la familia del &cido
aspértico estad reportado que mutantes auxotroficas de 1lisina
sobreproducen homoserina, {4, 10)

1.2.2) MUTANTES REGULATORIAS.

Una de las estrategias ads importantes de la economia
celular, es la acciéon de las mecanismos de regulacion para evitar
el gasto excesivo de materia prima, enzimas y snergia. Dos son
los mecanismos més inportantus de regulacion biosintéticast 1la
regulacién a nivel snzimadtico o alostérica, y la requlacion de la
sintesis de las enzimas inv'olucrad‘li ¢;1 la produccidon de los
metabolitos.

En el primer caso, es Comin que la prisera enzisa de la via
sea una enzima compleja, la cual cuenta con un sitic alostérico
para el reconocimiento del producto final de la via, en pressncia
del cual se inhibe la actividad enzisatica, evitando asi la
acumulacion del producto final.(2%)

Este esquema se vuelve mucho mas complejo cuando la via
setahdlica cuenta con ramificaciones, caso que se pnimn en la
sintesis de algunos aminodcidos. En estos casos se presenta en
ciertos sistemas esquema de inhibicion concertada, en que son dos

o més los productos finales que actGan inhibiendo, en conjunto y
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no por separado, & la primera enzima de la via comin. Tal caso se
presenta en la sintesis de los aminodcidos de la familia del
adcido aspartico en ciertas bacterias. (1)

Se presentan casos en los que uno de los productos finales
inhibe después de la ramificacion, y @l otro productoc activa ese
mismo sitio. (21)

La obtencién de mutantes sobreproductoras implica, en este
caso, la alteracion del sitio alosterico de la enzima regulable,
evitando asi el reconocimiento de! producto final. Fara esto son
utilizados una serie de anAlogos, normalmente toxicos, que
inhiben la sintesis del amino&cido, blogueando la enzima
ragulable, sin que e1 producto normal realmente exista. El
obtener mutantes resistentes a andlogos implica que el sitio
modificado no reconocerd al andlogo ni al amincdcido regulador,
acumuléndose este Gltimo., Esta estrategia ha mostrade ser util
para la produccidn de gran variedad de compuestos(i). La tabla I
cantiene una lista de anaélogos utilizados para la obtenciéon de
mutantes hiperproductoras de aminodcidos.

€l mecanismo de ragulacidn gendtica, por su parte implica la
represion de la sintesis de la maquinaria snzimatica encargada de
producir el aminodcido necesario. De este modo la presencia del
producto final de la via forma un camplejo con 1la proteina
represora, @] cual es reconocido por ef sitio onerador,
evitandose asi la expresidn de los genes involucrados en la via
biosintética. Al desaparecer el ﬁroducto, el complejo no es
formado vy los genas se expresan libremente, este es el mecanismo

mas simple ya que existen muchas variantes del mismo.



Si se lleva a cabo una mutacior en el gene regulador, de tal
medo  gue la pro%eina resulte modificada o no se produzca, el
:nmplejﬁ no se formard o no serd funcional, de tal forma que &l
sitio operador quede libre, atn en presenc:z del producto. Del
mismo modo si se blaq;ua selectivamente el s{tin operador, el
compleyd represor no serd capa:z de evitar la expresidén de los
genes estructurales,

Este tipo de wmutantes pueden ser seleccionadas por una
estrategia similar a la seffralada anteriormente, usando andlogos
toxicost una mutacién como las arriba mencionadas darédn como
resultado resistencia al efecto téuico, asi como pérdida del
reconocimiento por el represor natural, dando como consecuencia

su hiperproduccién. (25)



TABLA I: Andlogos toOxicos de aminodcidos utilizados en la
obtencién de mutantes regulatorias.(3)

Aminodcido producido Andlogo utilizado
Arginina Canavanina
Fenilalanina Beta—tienilalanina
Histidina Tiazolalanina
Leucina Trifluoroleucina
Lisina 2-Aminocetilcistaina
Metionina . Etionina, Norleucina
Treonina Beta-hidroxinorvalina
Triptofano S~-Metiltriptofano
Valina Alfa~aminobutirato

10



I.3) VIA DE SINTESIS DE LISINA Y METIONINA. REGULACION VY
MUTACION.

Las vias metabélicas de lisina y metionina en bacterias
cuentan con un tronco comun (figura {). Esto presenta la ventaja
de que, al alterar m;iet:undamcnte los mecanismos regulatorios en
los primeros pasos el beneficio en la produccidn s'orl para ambos

) productos.

El primer paso de la via @s la formaciéon de aspartil-fostato
por medio de una fosforilacién por ATP de L-aspartico (a) y esta
reaccién es catalizada por la aspartocinasa, es el paso limitante
de las vias (6,12). Esta enzima que cataliza la primera reaccién
irrevarsible, eltaiu.ﬂtl a regulaciéon alaostérica. En @l caso de
E. gQli (figura 2) y otras bacterias se presentan tres isoenzimas
diferentes, con tres patrones de regulacién, dependientes cada
una de uno de los tres productos finales que originan: la
aspartocinasa ! es inhibida por treonina mas isoleucina y
reprimida por el primeroc de eliul, esta er;zimn contiene ademas la
a:eivh!ad de homoserina deshidrogenasay la aspartocinasa II es
reprimida por metionina y contiene igualmente actividad de
homoserina deshidrogenasay por ultimo, la aspartocinasa III es
inhibida y reprimida por lisina. Las tres enzimas son ademas
inhibidas por semialdehido aspdrtico, y laws isozimas I y 1II son

aestimuladas por metionina. (12)

Por otro lado, en diversas especies de QCorynebacterium,
Brevibacterium, y Psgudgmopas (figura 2a) se presenta una sola

enzima, la ‘cual sese ha demostrado, esta sujeta a ‘inhibicion
concertada por lisina mads treonina, y ambos aminoacidos poar

separado tiene un ligero efecto inhibitorio. Se habla de

11
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aspattocinasas "perfectas" cwtande  la  inhibicidn por ambos
productos a concentracidn de 1 mM cada uno es mayor al BO%, ¥
concentraciones de 10 mM de los aminoicidos por separado  inhiben
de un 10 a un 15%. (10Q)

El aspartil—fosf;to es reducido por NADPH bajo la accidn de
aspartico semnialdehido desh:drogenasa para obtensr semialdehido
aspartico (b}, Fara la enzima que cataliza esta reaccion no se ha
reportado ningun efecto 1nhibitorio debido a alguno de los
productes finales,

E! semizldehido a3spartico es un punto de ramificacion donde
la ruta biosintétxca de lisina diverge de la secuencia principal.

Siguiendo la via de sintesis de lisina, el semialdehido
aspartico es condensado con niruvate con lo que se obtiene Acido
dihidrodipicolinico {e€). La enzima que cataliza esta reaccién
{dihidrodipicolinico sintetasa) es inhibida por lisina, tanto en

E. coli como en Pseudomonas (5). Asi mismo, existe una enzima que

cataliza el paso final de la via de slntésis de lisina, el cual
permite la transfarmacion de diaminopimelato en lisina (d).

Existen algunos reportes de que esta enzima es activada por
diaminopimelate e inhibida por lisina. En algunas bacterias
existen también mecanismos de degradaciédn de lisina: una lisina
descarboxilasa muy activa, como en E. coli; o una lisina oxidasa
como en Pseudomgna putida.

For oatra parte, en la via de sintesis de metionina, el
siguiente paso importante lo constituye la transformacién de
semialdeh{do  aspartico a homoserina, donde esta reaccidén es
cataiizada, en el caso de E. coli, por dos diferentes homoserin;

deshidrogenasas (c’)3 homoserina deshidrogenasa I (HDH 1) su

13



actividad es inhibida por treonina y su sintesis es reprimida por
treonina mas isoleucina; homoserina deshidrogenasa 11 (HDH ID)
que es reprimida por metionina.

En el caso de metionina, la ultima etapa de sintesis (d")
lo constituyen los genes que coadifican para los pasos
biosintéticos posteriores a la segunda ramificacidn (figura 2 vy

2a) se encuentran, en E. coli, formando un operdn regulado por

el producto ‘del agene metJ. En PEseudomonas existe también
regulacién transcripcional, aungue no se ha identificado el
mecanismo,

1.4) EFICIENCIA.

Dentro de los parametros cuantitativos mas importantes que
existen en la industria de la produccién de amincAcidos esta el
rendimiento del producto en base a sustrato, que se define como
la cantidad de producto obhtenida por unidad de sustrato empleada
(generalmente de aczdcar). Actualmente la eficiencia comercial
para la produccién de lisina por fermentacién es cercana a 0.3;
miantras 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 grupos de investigacién estan
encaminados a incrementar este valor, tanto con procesos mas
eficientes como con cepas de mas alta produccidn.

Otro pardmetro importante es la productividad relativa del
proceso, lo que nos indica la cantidad de producto abternida por
Eantidad de biomasa. Ya que el proceso implica necesariamente 1la
produccion de células, es necesario estimular su  crecimiento
durante cierta etapa del proceso, e inhibirlo en otra para evitar

gque el sustrato se dirija solamente a la produccidn de biomasa.
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Por ultimo, otro pardmetro importante es la productividad
volumétrica, que se define como la cantidad de producto obtenido
por gramo de bimmaza en un litro de caldo de cultivo. La
optimizacion de este pardmetro permite la utilizacidn eficiente
de la capacidad insta}ada de la planta productiva,. (3)

1.%) CRECIMIENTO MICROBIANG Y SU RELACION CON EL AMBIENTE.

El crecimiento, que es caracterizado por un incremento en
masa celular y/o numero, ocurre sodlo cuando se satisfacen ciertas
condiciones fisicas y quimicas. Si bien un microorganismo depende
de su medio ambiente en cuanto al suministro de las materias
primas para las biosintesis y de la energia, al mismo tiempo esta
sujeto a la accidn de otros factores del medio ambiente y no
todos ellos le son necesariamente beneficiosas. (13)

Las variables ambientales individuales, eiem. temperatura,
presion parcial de oxigeno y concentracion de nutrientes (fuente
de carbono, nitrégeno, sales, vitaminas) crean un ambiente que
influencian en la actividad metabolica da las células.

El eéxito en el desarrollo de procesos de fermentacién
@s dependiente primero, de la obtencion de cepas por seleccion y
mutacidn; y segunda, la elucidacion de el efecto de pardmetros
ambientales en el crecimiento celular y formacidn de
productas. (22)

1.5.1) Efecto de la concentracion de nutrientes.

En muchos casos, cuando la concentracién de nutrientes se
incrementa ocurre una inhibicion por sustrato del crecimiento.

Durante la mayor parte de una fermentacién el crecimiento es
constante e independiente del cambio en la concentracidn de

nutrientes. 8in embargo, la velocidad de crecimiento, semejante a
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una velocidad de una reaccion gquimica, es una funcidn de 1a
concentracion de quimicos. Tales quimicos, son en este caso, los
nutrientes esenciales o sustratos paﬁa el crecimiento. La forma
de la relacitn entre la velocidad de crecimiento Y 1a
concentracion de sustrate fué ohservada por Monad (9) que es
igual a 1la cingtica de: saturacign exhibida por adsorcibn
monomolecular. Ast, un madelo similar a la isoterma de adsorcion
manomolecular de Langmuir fud aplicada al crecimiento., Este
modela, el madelo de Manod, tiene la forma:  «=umasn, (5/Ks+8),
donde w es la velocidad de crecimiemto, umdx. es la velocidad de
:rectmieﬁto méxima, 5 es la cioncerftracidn de sustrato y Ks es una
constante igual a la ¢ oncentrracion £ sustrato cuanda
w0, Sumdx. (22) )
€1 modelo de Monod es irasadio:en obserwationes empiricas pera
es frecuentemente justi ficaflo por amalaogila can cinética
enzimidtica de Michaelis~Meriten.(®)
1.%.1.1) Efacto de la fusmite de carbono.

Un adecuado suplemento de la fuente de carbmno es eritico
para el crecimiento éptimo y fermacion de producto. Todos los
nutrientes tienen un limite de comcentracidn, arriba de este se
causa un decraaentd em la velocidad de crecimiento.

El incremento en la concentracién causa una deshidratacidn
parcial de la célula y €l efecto €s wna reduccidn en la velocidad
de crecimiento . Las bacterias son mids sensibles a efectos
osméticos que las levaduras y los hongos.

En @) caso de carbohidratos la inhibicién potr  sustrato

ocurre arriba de S0 g/1l. Otras fuentes dQ carbono tienen efectos
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mas especificos en 1las células. Sustratos tales como fenol,
tclueno o butanol extraen componentes celulares, igualmente daMan
las membranas arriba de unos pocos g/l.

La concentracién de la fuente de carbono también afecta 1la
formacion del producéo. Cuando se tienen concentraciones bajas vy
se observa un incremento en la concentracién de sustrato, este es
favorable para la sintesis del producta, Sin embargo, mnuchos
productos de fermentaciédn de interés estdn sujetos a represién
catabdlica de fuente de carbono. De este modo, dicha fuente de
carbono debe permanecer por debajo de valores criticos. (13)
1.5.1.2) Efecto de la fuente de nitrdgeno.

Para que ®l microorganismo pueda sintotizar aminodcidos ( y
proteinas), nucledtidos y determinadas vitaminas, debe haber en
e! medio ambiente una fuente de nitrégeno utilizable. El atomo de
nitrégeno existe en los compuestos naturales en varios grados de

nidaciodn, desde +5 (como en el nitratol hasta -3 (como en el ion
amonio}, Se ha cumprobadc; la uh‘l'izacian por diversos
microorganismos de compuestos i?\orginicos que contienen el 4tomo
de nitrégeno en cada uno de estos grados de oxidacidn, excepte en
el estado +5. No es sorprendente que la forma preferida sea
generalmente el ion amonio, vya que el Atomo de nitrégeno se
incorpora a los compuestos orgidnicos en esta forma. (13)

Los microorganismos tienen la habilidad de desarrollarse a
su velocidad de crecimiento maxima a muy pequeffas concentraciones
de nitrdgeno. E€n qeneral, la concentracion de comﬁuestos de
nitréogeno en el ambiente es bajo y como consecusncia de esto las
rélulas que pueden dasarroilar:e répidamente en concentraciones

bajas tienen una desventajas competitiva importante.
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Mas, a menudo, los problemas de inhibicién por sustrato se
tiene de proveer también mucho nitrdgeno. Amonio, arriba de 3 a
%5 g9/l causa a menudo inhibicidn.

Si un cultivo se inicia sin una fuente de carbono
(un aztcar), en presencia de aminoacidos, el esqueleto de carbono
de los amino#cidos es consumido y se acumula el amonio.

S5i el nitrato es usado como fuerte de nitrogeno, puede ser
parcialmente reducido a nitrito el cual puede ser tdxico para la
bacteria. De este modo, el efecto de una fuente de nitrdgeno
puede ser derivado tanto de sus productos metabdlicos como de sus
formas originales. (13}
1.5.1.3) Oxigeno.

Aunque casi todas las plantas y animales superiores dependen
del suministro de oxigeno molecular no se puede decir lo mismo de
los microorganismos.

A diferencia con lo que acurre con los demis nutrientes, el
oxigenc molecular es relativamente insoluble en agua, de manera
que tiene que ser suministrado de forma continua a ios
microorganismos aerabios para que estos crezcan. Los
microorganismos que crecen de modo aerobio en cultives ordinarios
en medio liquido, dependen de oxigeno disuelto en el medio de
cultivo, suplementado por la pequefta cantidad absorbida de la
atmésfera durante la incubacidn. Esta cantidad de oxigeno es, de
ardinario, insuficiente para satisfacer plenamente la demanda del
micraorganismo, el cual, por consiguiente, va estando en
condiciones progresivamente anaeraobias. La incidencia

desfavorable de esta escasez de oxigeno sobre el crecimiento del
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microarganismno agrobic en los cultivos ordinarios en medio
liquido depende en cierta madida de la temperatura de incubacidn.

Como quiera que la solubilidad del oxigenc en el agua crece
a madida que la temperatura disminuye, los organismos gque se
cultivar; a temp:rnh:xrau bajas na tendran tan limitadas sus
disponibilidades de oxigenc como los que se incubap a altas

temperaturas. (14)
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11) OBJETIVOS.
1) Obtencién de una cepa mutante sobreproductora de metionina vy
lisina, a partir de una capa transformante de &, &Qli

productora de lisina.

2) Montaje de las técnicas de cuantificacién de lisina y
metionina.

3) Obtenciétn de condiciones éptimas ( fuente de carbono,
nitrégeno y oxigeno) para el crecimiento y produccién de lisina y
metionina de la cepa obtenida.

4) Determinacidn de proteina total en las cepas productora y en

la nativa.
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I1I) MATERIALES Y METODOS.

I11.1) Cepas bacterianas.

Escherichija g9li QA1122 "Cepa trasnfarmante productora de lisina
Et(r), AMpP(r), Thr(=)"

Escherjchia ¢oli G358 Met(-).

Escberichia coli Q358, (Cepa silvestre).

Las cepas son del cepario del laboratorio de biotacnologia
de la FES-C. )

I11.2) Productos quimicos y biolégicos.

a) Todos los aminoAcidos (de la serie L, a menos que se
especifique 1o contrario), anadlogos y aztcares (de la serie D),
adquiridos de Sigma Chemical Co St. Louis Mo. EUA,

b) Sales orgadnicas, #&cidos, bases y sclventes son de J. T.
Baker, México.

c) N-metil-N’-nitro-N-nitrosogquanidina (nitrosoguanidina)
fué adquirida de Aldrich Chemical, Millwakee W1, EUA.

d) Los componentes de loa medios para crecimiento masivo son
fabricados por Bioxon de México.

e) Medios de cultivo.

Para @l crecimiento masivo de la cepa se utilizé el medio de
Lturia~Bertrani (18); para el crecimiento en medio minimo se
utilizé el medic de Robinson (concentracidn 10X, que contiene:dog
de fosfato de potasio monobdsico, 25 g de sulfato de amonio,
estos dos componantes se neutralizan con NaOH hasta obtener un pH
de 7.2, Por otro lado, 1 g9 de sulfato de magnesio, 100 mg de
sulfato férrico, 10 mg de sulfato ciprico, 10 mg de sulfato de
manganeso son disueltos se agregan a la solucion con pH

amortiguada y posteriormente se afora a un litro con agua
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destilada). La fuente de carbono se agrega posteriormente a
concentracién de 1%.
II1.3) Cbtencion de mutantes resistentes a etionina.

En primera instancia s necesario conocer la susceptibilidad
de la cepa QA1122 a etionina, que es un andlago toxico de
metionina, mediante una prueba de concentracibn minima
inhibitoria (MIC). Esta prueba tiene como finalidad conocer la
concentracidn a la cual el anadlogo es téxico y se pueden abtener
mutantes que saean resistentes a este reactivo.

Para realizar la mutacidn de la cepa se utilizé 1a técnica
en medio sdlido (11) que contiene medio minimo de Robinson 1X mis
glucosa y andlogo. Posteriormente se espatularon en dicho medio
0.1 ml de una suspensién bacteriana de un cultivo.fresco de 18 a
24 hrs de la cepa QARI122 y en el centro de la caja se depositaron
unos cristales de nitrosoguanidina. Después de esto, las cajas se
incubaron a 37 C por un tiempo.de 72 a 94.hrs, despuds de lo cual
aparaecieron en la periferia colonias mutantes, las cuales fueron
aisladas en medio minimo Robinson mas glucosa, pero en este caso
sin el analcogo, ¥ posteriormente se les evalda la capacidad de
produccion de aminoacidos.
11X.4) Evaluacion de lisina y metionina excretadas al sadio.

La evaluacién de la capacidad de producciéon de lisina y
mationina @n las cepas mutantes, se llevé a cabo de la siguiente
manera: las cepas fueron crecidas en medio minimo con glucosa al
1% y rojo de.fnnol {(de concentracion 0.1%)' camo indlca?or en una
proporcidn de 131100, se incuba a la temperatura indicada y se

neutraliza con NaOH hasta que el sustrato se haya agotado. Una
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vez terminado el proceso, el cultivo asi obtenido se centrifuga,
la pastilla se elimina y «1 sobrenadante es esterilizado.

Para realizar la evaluacidn de metionina excretada al medio
se utiliza la técnica de complementacion auxotrofica (7), para lo
cual se necesita unl.c-pa que raquiere metionina para crecer, Yy
enta cepa es la Q358 met(-) que es una mutante de - €. GOlt.

Cantidades variatles del scbrenadante se affaden a un tubo de
cultivo con medio minimo mis glucosa, inoculado con una cepa
met(-} y se incuban a 37 C por 24 hrs y se determina el
crecimiento del cultivo por medio de lecturas de turbiedad en un
aspectrofotdmatro a una longitud de onda de SS90 nm. La
concentracion de astionina se determina interpolando los valoras
de turbiedad #n una curva patron,

Para la evaluacion de lisina, en el scbrenadante se
determina su concentracitn por el método de Work (24), que
utiliza ninhidrina en 8cido aceético, produciéndose un complejo
colorido que absorbe cuanutat'tvam.ntc a aas nm. La concentracion
de l'll.lhl se determina, al igual que en @l caso de msetionina,
interpolando contra una curva patron.

El montaje de las técnicas de cuantificacion para cada uno
de los aminoicidos se establecen, de acuerdo con lo descrito, en
las tablas Il y IIJ sediante la construccion de curvas aestandar

para cada aminoscido.
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TABLA 1I: Procedimiento espleado para ohtener la curva estandar

de astionina. :

Tubos. ' o 1 2 3 a4 5 &
Suspension de la
cepa Met(-){ul) 20 20 20 20 20 20 20
Glucosa 20%<ul) 50 SO0 S50 %% SO0 %0 S0
Rob. 10X (ul) 100 100 100 100 100 100 100

Met. Std.iaM(ul) ~~ 10 20 30 40 SO0 &0
Agua dest. (ul) 830 820 810 800 790 780 770

ull microlitros.

Los sobrenadantes a los cuales se les quiere determinar la
concantracidn de metionina se preparan de la misma farma que para
los de la curva estandar, solo que en lugar de metionina estandar
%8 &graga un volumen deterainado de scbrsnadante.

Una vez preparados 1los tubos para la curva patréon y  los
sobrenadantes vpr-oblms, se incuban & 37 C durante 24hrs. y
palt.riurmtevin determina la turbiedad a S590nm y el problema se

interpola an la curva patron,(7)
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TABLA Ill: Curva estandar de lisina.

Tubos. o 1 2 3 4 s
Lisina std.
conc.2mg/ml uml) i 0.031 0.062 0.12% 0.25 0.5
Nirnhidrina (ml) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Sui1do acético(ml) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5

Los tubos se colocan en un baho de agua a 80 C durante 1 hr.

Al cabo de este tiempo s® agr:ga 2 gada tubo &cido acético
hasta comnpletar un voluimen de 5 ml en cada uno y se hacen las
iecturas de estas mezclas en un espectrofotometro a 444 nm.

Fara determinar la cantidad de lisina en los sobrenadantes
- -oblema se sigue el mismo procedimiento, s6lo se sustituye a la

lizina estandar por el sobrenadante en un voluimen determinaco.

27



111.%3) Determinacion de las concentraciones 4ptimas de carbano
nitrogenc y oxigeno pasra obtensr un mejaor rendimiento de
produccion. ) ’

Para determinar las concentraciones optimas de carbono
nitrdgenc y oxigeno se llevaron a cabo cingticas de crecimiento
del microorganismd.

En primera in-tangla, una cinética se realizé variande 1la
cantidad de fuente di carbono {(glucosal en matraces de 250 ml que
contenian S0 ml1 de wmedio de cultivo Y con diferentes
cancentraciones de azucar que iban desde ®1 1% hasta el 8% como a
continuvacién se indica
1) Robinson + Glucosa (%

2) Robinson + Glucosa 2%

3) Robinson + Glucasa 1% + Glucosa 1%

4) Robinson + Glucosa t% + Glucasa 2%

3; Robinson + Glucosa 2% + Glucosa 1%

&) Robinsan + Glucosa 2% + Glucosa 2%

7} Robinsan + Glucosa 24 + Glucasa 2% + Glucosa 2%

8) Robinson + Glucasa 2% + Blucosa 2% + Glucosa 2% + Glucosa 2%,

A cada uno de los matraces se le adiciond colorante rojo  de
fenol (en una praparcidn 11100) como indicador para controlar el
pHy neutralizando can NaOH.

Para iniciar la cinética, se agregd a los matraces la
primera concentracion de glucosa, se inocularon con un cultivo
tresco de la cepa, se siguid el crecimiento determinando la D.O.
a 590 nm tomando nuestras de cada matrar a un determinado

intetrvalo de tiampo y posteriormente se agregd las demds
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cantidades de glucosa cuando ya no habia una variacidon en la
D.0., y asi sucesivamente hasta que se adicionéd toda el azidcar en
cada caso. Ademds se evalud la cantidad de lisina y metionina
excretadas al medio al término de la cinética de crecimiento.

En este caso la.clntidld de fuente de nitrdgeno se mantuvo
censtante as{ como el volumen de medio de cultivo para que la
cantidad de oxigeno administrada al medio se mantuviera
constante.

fara cbtener la concentracion Optima de fuente de nitrégenc

la cepa ge crecid en medio minimo de Robinson, con diferentes
cantidades de esulfato de amonio como fuente de nitrégeno,
contenida en el medio minimo, que fueron de 1.2% /1, 2.% g/1,
S.0 g/1 y de 7.5 g/1 y glucosa a cencentracién constante, al 2%,
manteniendo invariable el volumen de medio de cultivo, es decir,
con cantidad de vonlgeno constante. Al igual que en el caso
antarior, se tomaron lecturas a S9¢ nm a diferentes intervalos de
tiempo y se determind 1la Eantidad d; lisina y metionina
2ucretadas al medio., y determinando asi la concentracidn éptima
de sulfato de amonio para obtener un medio de cultivoe tal que
permita el 6ptimo crecimiento del microorganismo y la praduccién
de ambos aminoacidos.

Con lo que respecta al caso de variacion en la cantidad de
ox{geno suministrada al medio, sdlo se varia el volimen de wmedio
de c:ltive para as{ obtener diferentes ralaciones volumen de
matrar/volumen de medio de cultivo (Vm/V1),

Se trabaje con 4 relaciones con valores de 2.5 (es decir que
el volumen del matraz es 2.9 veces mayor que el volumen de medio

de rcultivoly S.03 10.9 y 15.0, y @n este caso la cantidad de



fuente de carbono y de nitrégeno se mantuvieron constantes.
111.6) Determinacion de proteinas por ®l método de Kjeldahl.

Para llevar a cabo la digestitn se colocan 1 ml o100 mg de
muestra a un tubo que contiene 1.5 g de sulfato de sodio, 0.2 g
de sulfato cuiprico y 2 ml de écido sulfirico concentrado; esto se
coloca en el digestor hasta la aparicidén de un color verde-
- azulado, para posterinrmente llevar a destilar para liberar el
nitrégeno y valorar con HCl 0.1 N.

Un ml de HC1 0.1 N equivale a 1.4 mg de nitrégeno, y el % se
obtiene de dividir entre el peso seco de la muestra y
multiplicado por 100. El % de proteina es igqual al porcentaje de

nitrégeno por el factor de conversion que es de &.25.
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IV) RESULTADDS.
IV.1) Obtencion de mutantes resistentes a etionina.

Fara obtener mutantes de la cepa @AR1122 resistentes a
etionina, se llevéd a cabo un ensayo de MIC, con lo cual se
determind que la concéntraciﬁn adecuada para obtener este tipo de
mutantes fu¢ de 36 mM de etionina. A la cepa as{ obtepida se le
deneminé QALLI22F.

Los resultados de la sensibilidad a etionina se encuentran
en la tabla IV.

IV.2) Cuantificacion de lisina, por el método de Warky y de
metionina por el método de complementacién auxotrotica.

Con la metodologlia descrita en materiales y métodos, se
elabord una curva estandar para cada aminoacido y sobre ella se
interpgolaron los resultados de D.D. de los scbrenadantes
pratlemas.

Las curvas estandar para cada aminodcido se encuentran en
las fiquras 3 y 4, para metinn;na v lisiné respectivamente.

IV.3} Determinacitn de concentraciones Optimas de carbono,
nitrdgeno, y oxigeno.

{.as curvas de cinéticas de crecimiento, variando la cantidad
ge  fuernte de carbono, fuente de nitrdgeno y variacion en el
volumen de medio de cultivo can respecto al volumen de matraz, se
resumen en las figuras Sa, Sb, & y 7 respectivamente.

£n el caso de fuente de carbano las alimentaciones al medio
de cultivo se dieron, cuando la D.D. del cultive ya no iumentaba,
tantas veces hasta completar la concentracion de azdcar en cada
caso.

Con lo que respecta al crecimientc, en las figuras Sa y 3h,
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Tabla IV: Susceptibilidad de la cepa QA1122 a etionina..

Concentracidn de o 18 30
etionina (mM)

Crecimiento. 4+t ++ +

36 45

+rt+ Crecimiento abundante.
++ Crecimiento moderado.
+ Poco crecimiento
- No hay crecimiento
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se observa que la tendencia de este, es similar en todos los
LESIE Yy que la variacién en cuanto a la D.0. maxima obtenida es
muy similar par lo que seria mas recomendable trabajar con
concentraciones pequeffas de azucar.

En cuanto a lé cinética de crecimiento con cantidad de
nitrogeno variable, en el medio minimo de Robinson se, tiene una
concentracién normal de 2.5 g/] de sulfato de amonio Yo
observando la figura &, se nota que con cantidad disminuida de
fuente de nitrdgeno el crecimiento es menor gque con nitrdgeno
normal en el medio de cultivo pero no para el caso de tener
aumentada esta fuente ya que se@ observa que los crecimientos son
similares y tienen la misma tendencia. Para este caso se tomaron
en cuenta relaciones carbono/nitrégena (C/NY, a partir de
considerar las diferantes cantidades de sulfato de amanio
manteniendo constante la cantidad de glucosa (2%), con los
siguientes valores:

Para 1.25 g/! de sulfato de amanio s@ tiene una relacion C/N
de 163 en el caso de 2.3 g/l la relacidn C/N es de 83 con 5 g/l
dicha relacién toma un valor de 4; mientras que para 7.5 g/1 de
sulfato de amonio en el medio la relacion C/N es de 2.47.

En la figura 7 se observa que el variar la relacién entre el
volimen de medio de cultivo y el volumen del matraz s! influye en
@] crecimientc ya que al aumentar el volumen de medio hay una
disminurién en el crecimiento del microorganismo.

tLos resultados de produccién y rln¢imianeo de lisina y
metionina obtenidos en cada caso de fuente de carbono, 'nitrégeno,
y con diferentes volumenes de medic de cultivo se encusntran

enlistados en las tablas V, VI y VIl respectivamente.
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Tabla V: Produccién de lisina y metionina de la cepa QR112ZF con
diferentes condiciones de crecimiento.

Cantidades variables de Lisina R# Metionina Ra
fuente de carbono {mg/1) (%) (mg/1) (%)
Gluc. 1% 359 3.59 S56.84 0.567
Gluc. 2% 341 1.7 104,52 0.523
Bluc. 1%+1% 1087 5.43 128.47 0.44
Gluc. 1%4+2% 1105 3.68 165.8 0.5%
Gluc. 24+1% 359.7 1.2 106.67 0.355%
Bluc. 2%+2% ., 453 1413 110.16 0.27
Gluc, %+2%+2% 397 0.86 125.40 9.21
Gluc. 2%.+2%+2%+2% 403 0.503 105.33 0.132

#*El rendimiento se define como gramos de producto obtenido por
gramo de sustrato utilizado (considerando que el sustrato se
consume completamente), expreasado en %.
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Tabla Vi1 Produccidn de lisina y metionina de la cepa QA1122F con

diferentes cantidades de sulfato de amonio.

Concentracién de Relacion Lisina R« Metionina R#
sulfato de amonio (C/N)
(g/1) {mg/1) (%) (mg/1) %)
1.25 16 648.8 3.24 35.10 0.175
2.5 a 717.18  3.59 $0.13 0.25%
9.0 4 ,788.47 3.94 48,90 0.34
7.5 2.67 810.40 4,05 49.86. 0,249

# El rendimiento estd definido en la tabla V.
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Tabla VII: Produccidn de lisina y metionina

diferentes volimenes de medio de cultivo.

de la cepa QAR1122F en

Relaciones volumen de Lisina R# Metionina R#

matraz/volumen de medio. (mg/l) (%) (mg/1) [¢2)
2.8 294,16 1.47 £9.96 0.349
5.0 415.75 2.07 70.00 0.35
10.0 528.47 2.6 74.3% 0.37
15.0 537.34 2.68 &67.00 0.335

# E! rendimiento esta definido en la tabla V.




IV.4) Proteina total de la cepa GA1122F productora de lisina y
metionina, y de la cepa silvestre de §, coli Q358.

La cuantificacidn de proteina total de ambas cepas se siguid
por el métado de Kjeldahl mencionado en materiales y métodos , vy

los resultados se dan.a continuacién:

CEPA PROTEINA (%)
QAL1122F 53,055
Qsse 36.46




IV.5) Cinética de cracimiento y produccidn de la cepa QA1122F con
concentraciones dptimas de nitrdgeno, carbono y oxigeno.

Para determinar cuales son las producciones de lisina vy
metionina y el crecimiento bacteriano en las condiciones &ptimas
de nitrdgeno, carbono y oxigeno se parte de observar, en cada
caso, #n que matraz se obtiene el mejor crecimiento ademas de 1la
mayor produccion de cada aminodcido.

De acuerdo a los resultados dptimos previamente obtenidos de
las diversas cineéticas se realizd la gue se especifica en la
figura 8 que presenta la cinética de crecimientc de 1la cepa
QA1122F y la cinética de produccién de lisina y metionina en 1la
figura Ba y Bb respectivamente.

Esta cinética se llevd a cabo con fuente de carbono
{glucosa) a una concentracién del 2%, repartida en dos porciones;
sulfato de amonio (fuente de nitrogeno) a 5.0 g@/1 para obtener
una relacién C/N de 4.0 adecuada para el éptimo crecimiento y
produccion de lisina y metionina, ademds se trabajé con una
relacién volumen matraz/volumen de medio de cultivo de 5.0 que es

con la cual se obtuvieron los mejores rendimientos de produccién

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

» Mediante la técnica de mutaciodn se obtuvieron cepas etionina
resistentes, de las cuales se seleccionaron 19 que se encontraban
cerca del halo de inhibiciédn que provoca la nitrosoguanidina. En
estas cepas se ensayd la capacidad de produccién de lisina y
metionina, ya que no todas producian la misma cantidad de ambos
aminodcidos. As{, se selecciond sélo una que producia la mayar
cantidad de los dos aminodcidos. La produccién de la cepa
seleccionada para este trabajo fué de 56.9 mg/l de metionina con
un rendimiento de 0.285% y 3I39.7 mg/l de  lisina con  un
rendimiento de 1.7985% bajo condiciones de crecimiento en medio
minimo de Robinson mas 2% de glucosa.

La técnica de cuantificacion da metionina por
complementacisn auxotrofica es especifica, aunque con el
inconveniente de que sélo se mantiene una relacién lineal hasta
una concentracién de 0.06 mM, ya que arriba de esta concentracién
el crecimiento de la cepa QSSE Met (-), ya no es propaorcional a
la cantidad de metionina presente. Ademés, esta técnica resulta
ser una buesna alternativa para evaluar otro tipo de aminoacidos,
siempre y cuando se cuente con la cepa auxdtrofa al producto de
interés.

De 1la técnica de evaluacién de lisina, la intensidad de
color producida es proporcional a la concentracién de aminoscido
presente. pero, sélo dentro de cierto ranga, as decir, ya no se
encuentra una relacién lineal por lo que saria conveniente llevar
a cabo diluciones de los problemas tanto para esta técnica como
para @l caso de 1la evaluacion de metionina. Esta técnica

constituye la base de un método general para identificar otros
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alfa-aminoidcidos, asi como proteinas y péptidos que contengan dos
grupos amino libres,

Analizando las cinéticas de crecimiento, con respecto a 1a
de fuente de carbono- (figura Sa y Sb) se puede observar gue la
adicién de glucosa al madio, a determinados intervalos de tiempo,
ne favorece el crecimiento, ya que no hay una i variacion
significativa en 1a D.0. maxima obtenida utilizando
concentraciones pequeftas, asi como concentraciones elevadas de
azvcar en el medio. Esto podria estar dado porque la bacteria no
asimile toda la fuente de carbono y, al agregar mé&s al medio,
podriamos estar saturando a la bacteria, por lo que se ve
inhibido @l crecimiento. En cuanto a la produccién de metionina,
esta tampoco se ve muy favorecida por la adicion de glucosa, ya
que no se observa una diferencia clara en 1la produccisn, al
utilizar cantidades elevadas de glucosa. Caso contrario sucede
cuando la alimentaciéon al, medio se, lleva a cabo con
concentraciones pequehfas de fuente de carbono ya que, utilizando
1% de esta fuente, se obtiene una produccién de 34.84 mg/l y, que
con un 2% la produccidn se ve incramentada casi al doble esto es
porque tiene el doble de cantidad de carbono, ademés asta
produccidn se ve todavia aumentada cuando el 2% de azdcar es
dividido en dos porciones con lo cual el rendimiento de
produccion se mejora.

El mismo caso se presenta para la producci6n de lisina, que
con azdcar cg peguellas concentraciones y que ademds es raepartida
en varias porciones, se obtiene la mayor produccién y el mejor

rendimiento. Quizé esto sea debido a gque la bacteria utilice
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adecuadamente la fuente de carbono al tener poca cantidad y gue
pueda aprovechar al mAximo para obtener as! la mejor produccion
de los aminpdcidos lisina y metionina, ademds de la mejor
cinética de crecimiento. €sto nos da pauta para concluir gque las
alimentacionas con fuente de carbono al medio de cultivo son una
buena alternativa para mejorar la produccidn del .metabolito de
interés y que astas alimentaciones sean utilizando
concentraciones pequefas’ de azdcar y asi cbtanar también mejores
rendimientos de praoduccitn, y el mejaor crecimiento del
microorganismo.

Con lo que respecta a la cindética de crecimiento ¥y
produccién donde ae varia la la cantidad de nitrdgeno, en w1l
medio minimo de Robinson wse tiene sulfata de amonio en
concentracién de 2.5 g/l y en 1a grafica se observa que al tener
dismtquidn esta concentracién, el crecimiento es menar con
respecto & aquel con cantidad de fuente de nitrdgeno normal
contenido en el medio'y que, cah cantidad de sulfato de amanio
aumentada el crecimiento es fimilar al que se tiene en el casc de
fuente de nitrdgeno normal en el meadic de cultive. Ademds, se
sabe que al aumentar la cantidad de nitrdgeno se ve favorecida la
produccidn de los aminodcidos y disminuido el craecimiento.

La praduccidn de lisina aumenta con cada incremanto de la
cantidad de nitrdgeno y sucede 1o mismo para el case de
produccidn de metionina, s6lo que utilizando 7.5 ¢/1 de sulfato
de amonio la produccién para el segundo aminoAcido disminuye.

Esto padria auplicarse porque lisina tiene en su esbrﬁctura
dos grupos amino y metionina sdéio 1, por lo que la mayor cantidad

de nitrogeno sea canalizada hacia la produccidn de lisina ya que
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metionina requiere de menos nitrdgeno, por eso la disminucidn en
la produccidn de metionina en el Ultimo case y lisina sigue
aumentando su produccidn aunque el crecimiento no sea favorecido
con el incremento de sulfato de amonio al medio. Otra explicacién
es que @] nitrdgeno para la produccidn de n-tioniné esté en
exceso por lo cual la produccidn en dltimo caso de ffuente de
nitrégeno se vea disminuida.

Al aumentar la cantidad de la fuente de nitrégeno y mantener
constante la fuente de carbono, la relacidn C/N va disminuyendo y
al disminuir esta, la produccién de los aminocdcidos se ve
favorecida pero en el caso de metionina la producccidon maxima se
ocbtiene en un valor de C/N de 4, y para lisina westa produccidn
méxima se obtiene con una relacidn C/N de 2.67.

Con lo que respecta a la cinética de crecimiento y
praduccidn donde se varia el oxigeno, variar el volimen de medio
de cultivo en matraces de 500 ml, es yna buena opcidn para
aumenta~ la cantidad de oxigeno administrado al medioc, ya que el
crecimianto se ve favorecido y la produccion también, pero el
inconveniente es que, mientras mayor sea la relacién voldmen de
matraz/volumen de medio, el volumen del medio de cultivo sera
cada vez menor por lo que no seria apropiado el tener poco medic
de cultivo en un matraz cuya capacidad e@s mayor a la que se asta
trabajando. Una alternativa para tratar de tener el maximo
volimen de medio de cultivo posible es llevar a cabo cinéticas de
crecimiento en un fermentador, ya que aqui ‘@1 suministro de
oxigeno es continuo y el volumen de medio de cultivo se mantiene

constante.
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Revisando los resultados de produccitn y crecimiento de las
diferentes cineéticas podemos decir que:

a) Es mas recomendable trabajar con cantidades pequefas de
glucoga (por ejemplo 24 y que este porcentaje se divida en dos
partea, es decir, iniciar la cin#tica con fusnte de carbono al t%
y agregar el 1% restante, cuando la D.0. del cultivo no varie),
dado que elevadas cantidades de la misma no aseguran una gran
produccion de los metlpgittos de interés y con menores cantidades
podemos obtener los mismos niveles de produccién que, incluso,
podrian ser un poco mids altos y asi mejorar el rendimiento de
produccidn.

b) La relacién Carbono/Nitrégenc mas apropiada para
optimizar el proceso es de 4, procurando tener una cantidad de
5.0 g/l de sulfato de amonio como fuente de nitrdgano vy glucosa
en una concentracidn tal que no varie esta relacidn. Esto porque
hay que tratar de mantener una relacion C/N que sea adecuada para
el microorganismo ya que, de acuerdo a los procentajes de carbono
y nitrégeno celulares se tiene aproximadamente una relacion de S,
pero ademis hay que considerar también la relacién C/N tanto de
lisina como de metionina los cuales tiensn una valor de 3 y de S
respectivamenta es por esto que se toma un valor intermedio de
C/N para tratar de proveer la cantidad suficiente de cada fuente
al microorganismo para que tenga un crecimiento el cual permita
que 1la produccién de los aminodcidos sea la mayor posible y ast
tener los mejores rendimientos de produccidn,

c) El valor de la relacién Vm/Vmc mds recomendable’ para
la mejor produccidn y crecimiento es de 10.0, ya que con estas

condiciones se tiene un incremento en la produccién de metionina
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as{ como para lisina, pero se encuentra el inconveniente de
trabajar con matraces de elevado volimen con respecto al voldmen
de medic de cultivo por lo que se considera que el trabajar can
una relacidn Vm/vmc de 5.0 ya que la produccidén y el crecimiento
obtenidos no disminuye considerablemente.

d) Se puede establecer una cinética de crecimiento y de
produccidn, conjuntando estos resultados vy determinar si
realmente estas son las condiciones ideales para una buena
produccién de los dos aminodcidos, como consecuencia de un
crecimiento adecuado al utilizar un medio de cultivo optimo.

Con los anteriores resultados, si en un medio minimo como lo
es e] Robinson se hace crecer un microorganismp, la proporcidn
del crecimiento esta limitado por la concentracidn de 1los
nutrientes en el medio de cultivo., Esto es, que un nutriente
componente dal medio de cultivo en exceso no necesariamente
favorecerd el crecimiento sino que al coptrario pusde inhibirlo
pero los rendimientos de produccién no son proporcionales a el
aumento en la concentracién de este componenete en partircular, 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
no asimile todos los nutrientes o que ne 1os consuma todos en la
misma proporcidn.

Analizando la cinética de crecimiento y produccién de lisina
y metionina de la cepa QA1122F con condiciones optimas de
carbono, nitrdgeno y oxigena, se observa que al aumentar el
crecimiento vla produccion también s2 ve in:rementada; pero la

cantidad de lisina y metionina maxima excretada al medic de
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cultivo. en este caso, es un poto menor al  igual que el
crecimiento. Esto podria estar dado por que las condiciones que
se estan +{trabajando no sean las adecuadas en conjunto para el
dptimo crecimiento y produccién de lisine y metionina, porque
cada condicion es d&ptima para un aminodcido o para ofro o
simplemente para el crecimiento, ya que la mayor produccion v
rendimiento de lisina con fuente de nitrdgeno variable se obtiene
con 7.5g/1 de sulfato de amonio, mientras que para metionina es
con 5.0g/1, y el crecimiento es similar con cualquiera de estas
dos concentraciones de nitrdgeno en el medic de cultivo. Por otra
parte, con diferentes volumenes de medio de cultivo el
crecimiento es mayar con una relacién Vm/Vmc de 1%, y lisina
tiene su produccion maxima también en esta relacién perc con un
valor de esta relacidn de 10 la produccidn es casi la misma que
" con 15, mientras que para metionina la mayor produccidn se
obtiene con una valor de Vm/Vmc de 10 con el inconveniente que el
volumen de medio es muy pequefo, por 1o que se utiliza una
relacién de 5.0.

Con respecto de la concentracion de proteinas celulares,
podemos observar que el porcentaje de estas es mayor en la cepa
transformante de €. coli sobreproductora de lisina y metionina
que en la cepa silveatre (E, coli. Q3%8). Esto podria estar dado,
por que en la cepa que produce los dos aminodcidos, probablemente
el microorganismo no esté excretando al medio la totalidad de los
metabolitos que estd produciendo, sino que en el interior del
mismo haya una buena cantidad de estos, incrementéndose asi la
cantidad de nitrégeno celular. El1 que el microorganismo no

excrete la totalidad de los aminodcidos al medio de cultivo puede
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estar dado por la permeabilidaq que presenta la membrana del
mismo por lo cual se obtiene un mayor porcentaje de nitrdgenc en
la célula. Otra opcidn puede ser que al tener una cierta
concentracion de aminodcidos dentro de la célula se empicce a dar
un  gradiente de concentraciéan y que 1los metabolitos sean
eucretados al medio de cultivo hasta que se equilibre 1a cantidad
de lisina y metionina tantoc dentro como fuers de la célula.

Esto sugiere el utilizar la biomagsa como una fuente
alternativa de complemento alimenticio, por lo rica que es en
nitrégeno, y por los metabolitos que el microorganismo no excreta
al medio de cultivo.

Serd nececsario llevar a cabo cinéticas de crecimiento a
nivel fermentador para tratar de incrementar la produccién de
lisitna y metionina y ver si podria ser utilizada esta cepa a

ni-el industrial.

4]
N



VI) REFERENCIAS.

1) ABE, S. and TAKAYAMA, K. (1972). Mutants and their
utilization, in: The micrebial producfion of aminoacids (Yamada,
et al, Eds.) Kodansha LTD, Tokya.

2) ALBANESE, A. M. and ORTO, L. A, (1963). ‘“Proteins and
Aminoacids". in: Newer Methods of Nutritional Biochemistry. {A,
M. Albanese, Ed.) Academic Press, New Yark.

3) ALVAREZ de 1a Cuadra J, J. (1987) O0Obtencidn de cepas
transformantes sobreproductoras de lisina y metionina. Tesis
Doctoral.

4) CARDENAS, R. (1987). Curso de Biotecnologia, Folleto para la
Facultad de Ciencias, UNAM. S/P.

S) COHEN, G.N.3 STANIER, R.Y. and LEE Bras, G. (196%). J. of
Bact. 99, 791-801.

&) DATTA, F.j; DUGAN, S.M. and FEDELBERB, R.S. (1973). Regulation
of Amincacids Biosynthesis of the Aspartate Pathway in Different
Microorganisms, in: Genetics of Industrial Microorganisms. Vol. 1
(Vanek, Hos Talek anad Cudlin, E&ds,) Elsevier, Amsterdam.

7) GODINEZ, D. (1989). Obtencién de cepas mutantes de B.
subtilis sobreproductoras de metionina. Tesis de licenciatura.
FES-CUAUTITLAN.

8) LEHNINGER, Albert L. (1970) Biochemistry., The Molecular Basis
of Cell Structure and Function. WORTH PUBLISHERS, INC..

9y MONGD, T. (1950 . Ann. Inst. Fasteur. 17, 390,

10) NAKAYAMA, K. (1972), Lysine and Diaminopimelic Acid. Op cat.

Yamada =2t al.

56



23) WILLIS, G.M. and BAKER, D.H. (1981). J. Nutr. 111, 1157-1163;
24) WORK, E. (1957). Biochem. J. 67, 416-428.
25) YATES, R. A. and PARDEE, A. B. (1957). J. Biol. Chem. 227,

577-687.

S8



	Portada
	Índice
	Resumen
	I. Generalidades
	II. Objetivos
	III. Materiales y Métodos
	IV. Resultados
	V. Discusión de Resultados y Conclusiones
	VI. Referencias



