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I.- I ¥TRODUDCCIOX

La isoleucina y la lisina son aminodcidos gque
constituyen nuestro organismo y se les clasijfica en
tre los amindcidos tndispensables.

Se encuentran amplianmente distribufdos en el-
reino vegetal formando parte de las protefnas, sien
do posible obtenerlos por hidrdlisis de las mismas.

La ornitina habitualmente no forma parte de =
las protefnas, aun cuando su importancia en biolo -
gla sueleiser considerable. En su jforma natural se-~
encuentra en polipéptidos, excrementos de aves Yy en
los niésculos del homhre, perro y cabalio. También =
se encuentra en hidrolizados de protelnas de algu -
nas8 algaes nmarinas.

Limpricht en 1855 (8) sintetizd la leucina op
teniz2ndo a l1a vex su isdmero #soleucina, perc no =
las ohfuvo en forma pura. dlrrededor de 1904 ZFhrii-
ch (8} aisld este aminodcido en forma pura de un re
siduo de melazas de ezdcar de remo;achd y en 1807 -

se establecid correctamznte su constitucidn gquimicae.

Este aminodecido tambidén se ha obitcnido por -

fermentacidn, Herr (8), obtuvo Ia isoleucina en con
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centraciones de 7-14 mg/ml por fermentacidn de me-
dios g¢ue contenfian dcido aminobutirico (1-23) em -

pleando Pseudomonzs .

Hoervat, Godd y Szentirmay (10}, observaron -

que en la produccidp de oxitetracicline por Streg-

tonyces rimosus en medios cue contenian treonina -

como juente de nitrdgeno, la isolzucina.era produ—
cida en cantidades correspondientes al 17% de la -
treoning,

Drechsel en 1889 (8), obtuvo de un hidrolizg
do de casefne en dcido clorhfdrico hirviesnte unac -
mezcla de clorhidratos entre los cuales ge encon -
trabe el de la Iisina. 7n.1891 Siegfréed (8), obty
vo muestras de varios hidrolizados de proteincs y-—
aclard que la lisina estadae pressnte en una ;ran -
variedad de protefnas. Finalmente en 1891 se le -~
did el nombre de lisina y se le determind su cons—
titucidn quinmica,

Tanbidn de gran interés es su obtencidn por-
fermentacidn, La L-1isina estd siendo manufacturada
en los Estados Unidos por un proceso patentado (26)

Hitchel y Houldahan en 1948 y Findsor en =
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1961 (26),sintetizaron la lisina partiendo del d=-

cido aminoadf{pico por levaduras y XNeurospora .

David en 1952 (26% describid un mitodo para
Ia obtencidn de 1isina partiendo del dcido diami=
nopimélico y empleando la enzima descarbozxilasag =

de dicho dcido la cual 1la producen Aerobacter ae=

roogenes y Escherichia coli., El aminodcido se Dpro=
ducfa en 24 horas aproximadaemznte, a4 unag tempera=
tura de 258°C y a un pH de 7.2 .

Richard y Haskins en 1957 (28), trabajando-
con 600 horngos determinaron su capacidad para pro
ducir Iisina exiracelular eﬁ condiciones de culii
vo sumergido y empleando medios que contenian glu
cosa comercial, urea y sales minerales. 12 hongos
producfan de 5-15 gammes/ml de cultivo filtraedo.-
Considerables cantidades.del aminodcido podfan -
ser obtenidas seleccionando los mejores producto=
res y cultivdndolos en condiciones dptimas,

Dulaney (5), obtuve cerca de 400 ug/ml de =
lisina extracelular en frascos agitados cuando u=

saba una variedad de Glioecladium y una de Ustila=-

go maydis.
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Sagisake y Shimura en 1957 (14), reportaron
lae produccidn enzimdtica de lisina del dcido ami-

noadf{pico usando Torula utilis.

dida y Ulmura en 1958 (14}, obtuvieron 2.5-

mg/ml de lisina usendo una variedad de Bacillus -

subtilis de sake japonés.

Kinoshita,S. en 1958, Nakayama,X. y Kitada,
Se (15), obtuvieron cerca de 8 mg/ml de L=-1isina-

empleando Hicrococcus glutamicus y un medio de =

cultivo hecho a base de glucose y sales minercies
manteniendo el pH entre 5.,1-8.5 y un perfodo de =
tiempo de 86 horas a 2800.

En 1886, Schﬁlze y Steiger (8}, obtuvieron-
la arginina,la cual sujrfae una rdpida degradacidn
por la accidn de los dlcalis para obtener urea y—
un nuévo.compuesto bdsico en jforma de clorhidrato
al cual se le ilamd ornitina. La urea Se descompo
nfa a su vez en CO, y amonio.

La ornitina también se ha obtenido por fer—
mentacidn.

Sukinko, F.T. y Padgainaya, £.8, en 1951 -

(38), empleando medios nutritivos standard (pH de
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6. 7-7.2), al cual se le afiadfa de 160-170 mg de ar

ginina e inoculdndolos con Microsporum lanosum, .

Jerrugineum, Fusarium, dspergillus niger, Iricho-

derma lignarum y Epidermophyton odbservaron gque to=

dos utilizaban la arginina convirtiéndola en urea-
¥ ornitina.
Kinoshita,S.y Nakayama,K., Udaka,S. y Kitada,

S. en 1961 (16), emplearon una variedad de Kicroco

cecus glutamicus gque reguiere citrulina para su crg

cimiento, aerzacidn, agitacidn y como fuente del a
minodcido: peptona, extracto de carne, un hidroli-
zado de caseina etcy; como fuente de carbono: glucg
Sa, sacarosa, Jructosa, mal tosa 0 melagas; sales =
de amonio como juente de nitrdgeno y otras sales <
tnorgdnicas; un per{o&o de tiempo de 1=5 dfas, tem
peratura de 25%¢ - 35%, pH de 6.0-8,0 y obtuvie =
ron de un 25=~30% de aminodcido por carbohidrato -
consuntdo,

La necesidad de suministirar suficiente caniti
dad de alimentos nitrogenados, cuando el organismo

mds lo necesita, did origen al uso de los aminodci

dos en el campo de la nutricidn y de Ia medicinag ~



&

en formae de preparcdos de aminodcidos d bien de ~
hidrol tzados de protefnas,

Se¢ ha observado gue. con una mezcla de los g
minodcidos indispensables, es posible substituir-
toda fuente albuminoidea en la alimentacidn, pero
si falta cualguiera de ellos se producen enferme-—
dades por carencic de los mismos, en todo semnejaen
tes a la aviteminoslis,

Los preparados de aminodcidos se pueden cd-
ministrar por via oral § endovenosa. Hay puebas -
de que Ios preparados de aminodcidos edministra -
dos por wvlc oral, pueden ser dtiles coadyuvantes=
en el tratamiento de idlceras géstricas, ya que ro
siblemente sirvan ol mismo fiempo de elimenio jue
bafia la lesidn’d de potente antidcido fisiolcfgico._

En 1o gue respecta a la ornitina debido a =
Su abastecimiénto 1imitado, 1o que sz sabe acerca
de su funcidn bioguimice es muy poco, por 10 gque-
su uso se Iimita a reactivo bivyufmico 4 como po-
sible profildctico en la intoxricacidn por amonfa-
co en los animales,

En consideracidn a Ios datos anteriores he-
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nos crefdo de interéds en desarrollar el presente
trabejo en el cual se estudia la obtencidn de o=

isoleucina, lisina y ornitina por fermentacidn -

empl eando diferentes microorganismos,
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A4.- Plan general de trabajo:

El presente trabajo se realizd con el Jin-
de investigar la produccién de aminodcidos tales
como: isoleucina, Iisina y ornitirna por fermenta
cidn. Se estudiaron intcialmente 70 especies bac
terianas, 5 levaduras y 17 hongos, para uwetermi-—
nar el mejor productor de cade aminodcido,

La identificacidn deJlos aminodcidos 'se hi
20 por medio de técnicas cromatogrdficas.

Se estudid Ia influencia de los siguientes
factores sobre el desarrdllo del proceso: aerza=
¢idn, agitacidn, asrzacidn-agitacidn y en culti-~
vos estdticos; concentracidn de glucosa, juentes
de nitrdgeno y precursores. Se picieron determi-
naciones cuantitativas de glucesa residual y de—
los aminodciodes.

Prineramente se procedid a aislar la mayor
parte de las especies bdbacterianas estudiadas; pg
ra ésto se tomaron muestras de tierra, estiércol,

altmznitos, agua de deshecho y aire., En seguida =
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se procedid a clasijficar 1os microorganismos pro

duco tores de aminodcidosS.

B.= Hicroorganismos y medios de cultivo empleados:

Se estudiaron bacterias, levaduras y hongos;
una porte de éstos microorganismos correspondfan-—
a cepas de éoleccidn y de los aislados para el =
presente trabajo se procedid a clasificar dnica -
mente aquellos que daban cantidades consitderables
d indicios de aminodcidos. Finalmente se emplea -
ron 1os microorganismos gque producfan el aminodci
do en una cantidad mds & menos aceptable.

Se estudiaron los siguientes microorganis.=
mos procedentes de la coleccidn de cultivos del -
Departamento de Microbiologfa de la Facultad de -

Ciencias Quimicas: Sarcina lutea, Corynebacterium

diphteriae, Corynebacterium hoffmanti, Streptocq:

ccus fecalils, Bacillus subtilis, Salmonella typho

sa, Alebsiella sp, Klebsilella pneumnoniae, Frotaus

vulgaris, Saccharomyces cerevisiae, Saccharonyces

ellipsoideus, Torulopsis utilis, Zndemycopsis [fi-

buliger, Aspergillus fumigatus, Aspergiilus niger
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(8740), Rhizopus nigricans, dspergillus niger -
(10254), Aspergillus niger (6278) y 38 microorga

nismos aislados de tierra 6 aire, 8 aislados de-
estiércol, 9 aislados de agua de deshecho y 18 -
procedzntes de diversos alimentos.

Los microorganismos aislados se sembraron -
primeramncnte en Agar Nutritivo y posteriormente-
en los siguientesmedios:

Bacterias:s

Hedio No 1
# POLI=PIPTONAeseoosssssosesoses Doy
EXTRACTO D5 CARNE csvesencenss 0.39
EXTRACTO D3 LZVADURL ceeesene. 3.0g
AGAR=ACAR veevevearssnsessases 1.5g
AGUA vevreeensnnsorennnsannassl00 ml.
pH - 7.0

Hongos:
Yedio Fo 2

*.AGAR"ffALTA.ooo-itico-anoootcn 4._59

GLIGi:QIJNJA s 4.2 8 &% 5 8 P ad v BEO R & 00235g

AGUA '..I..'I.I'.._’.‘Il'.ll.....-ZOOHLI

pH — 4‘.5
2.5.4L.
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Se tncubaron a 2800 - 3000 diurante 48 horas

y posteriormente se sembraron en 1os siguientes —

medios

Hedio No 3

GLUCOSEQQ--o.----o;i..----.a-ao 5.09

(EH4)2003 R A R T l.Og
* POLT=-P PTONA

veesssssnnesseeass Uolg
EXTRACTO DI LIVADURA eeveveeess 0.3g
AGUL 2 et sasnesersnsssssnsnsvee o l00 Ml
pH - 8,8=7<1

Medio No 4

GLUCOSAe v eonnssnsossassssssssas LsOg

(HH4)2003 -;c..,.ooo.-.--.----- O.lg

éc. ASPAJ.?TICO e @ ¢ % % a9 ad TSRS 3'Og

AGUA ....‘.“...i.."I......l...‘loom-I
DH - 6,8-7.1
Se incubaron por agitacidn continua (100 =-.

TeDeTe ), tomdndose muestras a las 48 y 96 horas,-—
Haéiéndose un andlisis cromatogrdfico para deter-—

minar cualitativamente Ia produccidn de aminodci-

{dCS,
*B.B. ..



12

7n el andlisis se incluyd redio de cultivo-

estéril y standerds de cada uno de l1os eminodci -
dos estudiados.

Se hizo cromatogra;,ia en papel y en capa del
gada, ensaydndose diferenter solventes y adsorben=
tes en el caso de la cromatogrc*{a en capa delcadd,
y utiliadndose como revzlador par. ambos nétodos -
una solucidn al C.2% de ninhidrina en :2tanol.

En cromatograjfa en cape delgada, v*iliszcndo
como adsorbente Gel de Sflice, se ensqyaromlos i
guientes solventes: Piridina—dgua (35:65), dceione
-dgua (40:60), Acetona=Urea-Agua (60:0.5:4), Buto-—
nol-4c. 4cético=dgua (40:20:50), (26:6:25) y (60: -
20:20), Etanol=Agua (63:37), Propanol—-Agua (64:36),
(1:1} y (4:1), Fenol=Agua (75:85}, y (10:4) bidi =~
mensionales y (4:1), Propanol-NH ,OH (67:33), Eta -
nol-Ji 08 (77:23), Cloroformo=Etanol—-NH OH (2:2:1 A
Hetil-etil—cetona— Piridina-Agua—Ac.Acético (70: -
15:15:2) en cromatografia continua { 4 véces ), 41
copol terbutf{lico-Metil-etil—cetona—dc. Jfértco— A
gua {40.-30:.1:1.5). Hetil—-etil=cetona-dgua—4lcohol -

terbutf{li co-NE 404 (30:40:20:10), Butanol-Piriding-
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dgua (6:6:8), Butanol, Etanol, Hetanol, FPropanol,
Hetanol saturado con agua, Metanol-Agua (1:1), A=-
tanol~Fter (60:40), Alcohol amflico=Agua (1:1), -
Butanoerropanal—Agua (36:55:10), Fenol sacturado-

con agua y 0.1% de NH OH.

4

Utilizando ® S{lica bufjer ”.como adsorbens
te se ensayaron: Ftanol—Agua (70:30), Etanol-NH ,0H
(4:1), Etanol—ﬂﬂ;Oﬁ-ﬁgua (7:1:2).

Empleando ® Kieslguhur - ¢ ® y Adlidmina como
adsorbentes se ensayaron: Agua, Piridina=Agua (1:
1} y (80:54), Butanol=Etanol=-4gua (60:40:40), Bu-
tanol=dc.dcético—~4gua (3:1:1).

Parae separar Ia isoleucina de la feucina se
probd el siguiente solvente: Piridinag=Hetil=otil-
cetona=dgua=dc.dcético (15:70:15:2) en cromatogra
ffa continua ( 3 veces ).

Debido a que no se obituvo una buena separa-
¢cidn de 1isina y ornitina en capa delgada, se in=
tentd separarlos por cromatograff{a en papel y pa-
ra ello se ensayaron 1os stgulentes solventes: Fe

nol saturado con agua y 0.1% de ¥H jOH, Butanol =

4¢. Adcético-Agua (60:29:30),.Fen01-ﬁgua (75:25).
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Se escogid el idltimo soivente ya que Ics separaba—
de una manera aceptable.

En 1a tabla No i, pueden observarse los ami
nodcidos producidos por 105 diferentes microeorga-—
nismos durante la fermentacidn, tomando en cuentg,
tienpo de incubacidn, temperatura, pH 17 agitacidn.

Unae vezx seleccionados los microorganismos =—
se procedid a su clastificacidn, para lo cual se ~
hicieron las pruebas tintoriales, morféldgicas y—
biogufmicas recomendadas por la AYZRICAN SOCIETY
ON HICROBIOCLOGY (2) y (31)., asf tanbién séromg
ron en cuenta las caracteristicas del cultivo y~
la naturaleza de la muestra de las cuales se ais
laron los microorganismos.

Los microofganismog clasificados se agrupan
en la tabla o II. De dstos microorganismos se es
cogieron aguellos que producfan el aminodcido en—
mayor concentracidn, bajo las mismas condiciones=—
expuestas en la tabla Fo I. Los resul tados apare—

cen en la tabla ¥o IIl1.

Coe=~ Haterial y Hétodos de trabajo:
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Los microorganismos seleccionados se sembrg

ron en tubos gue contenfan 2 ml de medio No 3, se.

incubaron con agitacidn continua ( 100 r.p.m. ) -

a una temperatura de 28°¢ - 3000, durante 84 = 48
horas.

Después de éste perfodo de tiempo, los cul#
tivos se emplearon para inocular mairaces Erlen—-—
Meyer de 125 ml bonteniendo'cada uno 50 ml de me=-
dio o 3, con el fin de esitablecer Ias condicio =
nes mds favorables ( agitacidn, aerceacidn, acreca=
cidn-agitacidn y cultivo estdtico ) para cada mi=-

crooragnismosseleccionado., Una vez establecidas =

hgstas condiciones, se procedid a ensayar diferen—

tes fuentes de nitrdgeno y se varid la concentra=—
cidn de 1a fuente de carbono.

_El1 medio se mantuvo a pH de 6,8~7.1, median
te la adicidn de una solucién reguladora de pi =
constitufda por: |

KoHPO e 3H g0 evecasnnnscense 15.22g

KHgPO,y seeerececcssscensoss £4.55g

AQUE swsrrmmmrammurssmmemes  JH0R wnl

Para l1a agitacidn se empled un agitador de—




16

fﬁiﬁén gue proporcionada una agitacidn de 100 r.p.

E:.( recorriendo una distancia de aprozimadamente—
5 em. ) y para 1la aerczacidn una serie de accesorios,
los cuales se adaptaban a Ios matraces y éstos a -
su veg al aparaio.

Los matraces se mantuvieron en las condicic—

nes establecidas anteriormente durante 26 horas, =—

después de Ias cuales ge deternind a cada matroez -—

la concentracién de glucosa residuel con el reacti

vo de la anirona de Dreywood (21) y la concentra -

gidn aproximada de aminodcido producido, por croma

tograffa en papel, método ascendente.

Para Ia cromatograffa s» msaron nilindros de
papel WHathman o 1 de 23 Y 28 cm. Se aplicaron s
mues tras de aproxémadamente 0.01 mi1, utilizando di
ferentes soluciones de-concentracidn conocide de -~
diversos aminodcidos, as{ mismo se aplicaron nues=
tras de medio de cultivo estéril y de cada uno de-
1os medios fermentados.

Para éste estudio se utilizd como solvsnie u

na solucidn de Fenol-Agua {(75:25) y como revelador

una solucidn al 0.2% de ninhidrina en metaenol.
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Para determinar el efecto de la aereacidn, =

agitacidn, aereacidn—agitecidn y cultivo estdtico=-
se empled el medio XNo 3.

Para ensayar el efecto de lo concentracidn —

de glucosa se empled el siguiente medio base:

Hedio No &
(DH; ) gC0g cesesnsessoscseccsncns 1.0g
H¥POLI=-FPEPTONA ceoeeovovsssnsocas O.2g
EXTRACTO DE LIVADURL aveeoscscnse O.3g
AGUL e eevetsscssosansssassasnseeelO0 ml
yo):4 —46.8-?.1
al cual se le agregd glucosa para obtener uwna con-—
centracidn final de 1%, 3%, 5% y 10%.
Para el estudio del efecto de Ia adicidn de-
las diferentes jfuentes de nitrdgeno se empled él -

siguiente medio base:

Hedio No &
¥ POLI=PEPTONdeeeevesvssovncosscncaa 0.02g
AGULl weessesssasesnsscssnsneel00 ml
pPH - 6.8-7.1
»B.B.L,



L&
al cucl se le agregd el compuesto nitrogenado en-—
une concentracidn tal gque represéntérﬁ 1.5 g/100n!
de nitrdgeno. La glucosa se le afiadid en la con -
centracidn javorchle para cade microdrganismo.

Respecto a Ios precursores ensayados pera -
isoleucina y lisina el medio base ampleado jud el
siguiente:_

Hedio No 7
N POLI~PIPTONAeeososavosnsnneas  0.02g
ACo ASPARTICO vevesesescseness 0.?g
AGUL i ceasssnonsassssenssenelO0ORL
pPH - 6.8~7.1
En el caso de 1a ornitina el medto base co-
rresponde al medio Ho 8.
Hedio No &
% POLI=PEPTONieoesossessasasnes  0,02g
ACe GLUTAEICO wasuws oosssnsesis 0. 8g
AGUA Jeseencenssensesssesssessnas 200ml
pH = 6.8-7.1

4 Ios medios niimeros 7 y 8 se les cfiadid la-

corncentracidn ae glucosa jfavorable para cada mni . —

Croorganismoa
*B8.8.L.
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IIl.- EXPERIHENTOS |
Y RESULTADOS
Las condiciones experimentales ensayadas en
el presente trabajo Jfueron: Ejfecio de Ia aglita -
cidn, aereacidn, aerceacidn y agitacidn combinadas
y cultivo estdtico, concentracidn de glucosa, -
fuentes orgdnicas e itnorgdnicas de‘nitrdgeno ¥y ue
tilizacidn de precursores.
Adntes de cada jermentacidn, fueron esterili
zados al autoclave, a 15 libras de presidn por 15
minutos, medios de cultivo, matraces, tubos y co=-
necciones. Las inoculaciones se kicieron utilizan
do cultivos de 24 hords a 48 horas y se incubaron
durante 96 horas a una temperatura de 28%¢ - 30°%C
Y pH constante ( 6.8-7.1 ). Después de éste perfo
do de tiempo Se tomaron muesiras para determinar-—
glucosa residual y concentracida aprozimada del =
aminodcido.

de— Efecto de la agitacidn y la aereacidn:

Para este ensayo se utilizd el medio No 3,-
del cual se depositaron S5O0 ml en mairaces Erien =

Heyeor de 125 ml, en series de 4 matraces para ca-
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da uno de Ios microorganismos en estudio. 4 una -
de las series se les pasd una corriente continua-—
de aire estéril de 1.25 litros/minuto, otra serie
Jué agitada, la tercera serie se sometid a aerea=
cidn y agitacidn combinadas y Ia cuarta serie se-
incudd en condiciones estdticas y sin aereacidn —
con firnes de comparacidn. Se inocularon y se incu
baron Ios matraces como se describid anteriormen—

T ee.

En el caso de Ia 783oleucina se observd cue-

las condiciones mds javorables con respecto a 1a-

produccidn de dicho aminodcido por microorganis -

mos tales como: Rhodopseudomona gelatinosa, Leuco

nostoc mesenteroides, y Saccharomyces ellipsoide

us fueron cultivo estdtico, cultivo aereado-agitg

do y cultivo dereado—agitado respectivamente.

Estos resuwl tados aparecen en la tabla No IV,
Para lIa lisina lIas condiciones mds javora -—
L Y "

bles con respecto a Ia produccidr de dicho -aminod

cido por microorganismos tales como: Proteus mira

bilis, Arthrobacier simplex, y un hongo no identi

Jicado fueron: cultivo aerecdo-agitado, cultivo a
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gfeado-agitudo ¥ cultivo estdtico respectivamente.-

Los resultados aparecen en Ia tabla No V.

Con respecto a la ornitina las mejores con=
diciones paera la produccidn de dicho aminodcido —
por diferentes microorganismos tales como: Leuco-

nostoe messnteroides, Hicrococcus casszgsolyticus y-

Erwinia chrysantheni fueron: cultivo aereado-agiw

tado, cultive aereado—-agitado Yy cultivo aerecado =
respectivamente,
Los resultados aparecen en la tabla No VI,

B.- Efecto de la concentracidn de glucosa.

Una vez establecidas las condiciones mds ja
vorables con respecto a la aereacidn y lc agita —
cidn, se procedid a ensayar el efecto de Ia con-=
centrdcidn de glucosa, con tal objeto se emplea —
ron series de 4 mailraces, para cada microoprganis=—
mo en estudio, conteniende el medio No o con lIas-—

siguientes concentraciones de glucosa: 1%, 3%, 5%

La inoculacidn e itncubacidn se efectud eni-=
las mismas condiciones gue en el experimenic ante

rior, determindndose posteriormente glucosa resi---
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dual y concentracidn aprorimada de aminodcido. Las
tablas VII, VIII y IX nmuestran 1os resultados de -

este erperimento.

Ce= Efecto de Ia adicidn Je sfuentes de nitrdacno:

Para este estudio se utilizd un medio base -
consistente en polipeptona y agua (medio No 6}, cl
cual se le agregd: glucosa en Ia concentracidn cue,
el erperimento anterior pos indicd era la nds javo
rable para caeda microorganismo en estudio y las di
ferentes fuentes de niitrdgeno estudiadas en propor
cidn tal gue el nitrdgeno disponible se encontrase
en la cantided de 1.5 gramos/100ml. Se inoculd e -
incudbd en las condiciones anteriormente expuestas.

Las fuentes de nitrdgeno ensayadas jfueron:
¥H,C1, FH NO,, IEH4)3804, (ﬂﬂ4)200 > (H34)3P04 y -
Urea.

Los resultados obitenidos muestran gue Ia pro
duccidn de isoleucina no fFué estimuladae por ningu—
ne de las fuenies de nitrJQEno ensayadas pare los=-—
diferentes microorganismos, mientras gue Ia lisina
y ornitina mostraban un aumento mds 6 menos consi-

derable para determinados microorganismos y dife =
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rentes fuentes de nitrdgeno.
Los resultados obtenidos aparecen en las ta-
blas X, XI y XII respectivanente,

De= Efecto de la adicidn de precursores:

Para este experimento se ensayaron dijferentes
aminodcidos tales como: Acido Aspdrtico y dcido Glu

tdmico, con el fin de observar si el primero do e -

Ilos era transjformado en listna & isoleucina, d -
—— s - .
bien si el Acido glutdmico era comvertido en orniti

_——

na, por acctdn de los diferentes microorganismos en

determinadas condiciones, .

Para este estudio se utilizd un medio base ~
consistente en polipeptona, dcido aespdrtico & dcido
glutdmico y agua { medios 7 y 8 ), al cuagl se le a=
gregd glucosa en Ia concentracidn mds favorable pa-
ra cada microorganismo en estudio.

Se emplearon matraces Erlen— Meyer de 125 ml=-
conteniendo 50 ml del: medio correspondiente. Se es=-
terilizaron en el autoclave a 15 libras de presidn=-
durante 15 minutos, Se inocular0n1con g ml de culti
vo de 24 — 48 horas del microorganismo correspon .i-

diente el cuael fué tncudado a una temperatura de =
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28°¢c - 30% y aegitaedo a 100 r.p.m. Los matraces se
incubaron durante 896 horas a 1a mismae temperatura,

En este experimento se utilizd como precur: -
sor el dcido aspdrtico, concluyéndose gue solo era

efectivo en el caso de la lisina.

Posteriormente se utilizd el medio Ho &8, en—
el cual el dcido glutdmico es el precursor ensayc-—
da para el caso de la ornitina.

7 El resultado obtenido al utilizar dicho pre-
cursor no jfué satisfactorio.

Los resul tados pueden observarse detallada -

mente en las tcecbhlas XYIII, XIV y XV respectivamente,

Los resultados nos revelaen que la meyor con—
centracion de aminodcido se obtuvo bajo las si ==
guientes condiciones para c¢ada microorganismo.

Rhodopseudomonag gelatinosa:

Cultivo estdtico

Concentracidn de glucosa: 3%

Fuentes de nitrdgeno : peptona, exiracto de-
1evadura

Concentracidn de isoleucina: =0.0125g/100nl
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Leuconostoc nmesenteroided:

Cultivo aereado—-agitado

Concentracidn de glucosa: 1%

Fuente de nitrdgeno: peptona, extracto de—
Jevadura.

Concentracidn de isoleucina: =0.0125 g/100ml

Saccharomyces ellipsoideuss Lrdoe s coedibjeq T

Cultivo aereado=agltado

Concentracidn de glucosa: 5%

Fuente de nitrdgeno: peptona, extracto de—
levadura,

Concentracidn de isoleucina: = 0.0125g/100ml

Hongo no identificado: sDeM?

Cultivo estdtico

Concentracidn de glucosa: 10%

Fuente de ritrdgeno: NH (N0 5
‘Concentracidn de Iisina: =0.0125g/100ml

Proteus mirabilis:

Cultivo aereado—agitado

Concentracidn de glucosa: 5%



Fuente de nitrdgeno: NH N0,
Concentracidn de Iisina: =0.0125g/100nl

Arthrobacter simplex:

Cul tivo aereado;agitado

Concentracidn de glucosa: 5%

Fuente . de nitrdgeno: NH (VO
Concentracidn de lisina: =0.0125g/100ni

Leuconostoec mesenterocides:

Cultivo aereado-agitado

Concentracidn de glucosa: 10%

Fuente de nitrdgenos peptona, exrtracto de—
levadura

Concentracién de ornitina: =0,01259/100ml

Hilerococceus caseolyticus:

Cul tivo aereado=-agitado
Concentracidn de glucosa: 5%
Fuente de nitrdgeno: 7H 4C1 d R N0

Concentracidn de ornitine: =0.0125g/100ul

Erwinic chrysanthemi:

Cultivo aereado
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Concentracidn de glucosa: 33
Fuente de nitrdgeno: NH ,C1

Concentracidn de arnitina: =0.00625g/100n1

DEPTO. DE FARMACOSIOLOGIA
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IVem DI S CUTSION Y
CONCLUSIONZES
Los datos obtenidos nos revelan gque los uil
cracroanismos productores de los aminoécidos en—

estudio se encuentran anpliamente distribuidos =

en Ia naturcleza, pero gue la cantidad de anminof

[ -S—

¢idd producido es minina.

Las teblas IV, V y VI nos wmuestran que en-
general la aerceccidn y agitecidn combinades rro-
ducen un nayor rendimiento en la produccidn de -
los aminodcidos en estudio.

Frn cuanto el efecto de la concentrccidn do
glucosa sobre Ia produccidn de los aninodcidos -
se concluye que es muy variable, pues en algunos
casos es fuvorable y en oilros no Io es.

Respecto al efecto de la adicidn de las di
ferentes fuentes de nitrdgeno, 1os datos experi-—
mentoles obtengggg%%fﬁflleuan a una conclusidn, -
ye que para algtinos microorganismos Ia adicidn -
es notoriamente desfauorab;e, mientras que en al
gunos otros dicha adicidn fué ecompafiada de pe -

guenos incrementos.



£l ermpleo de Ios precursores ensayados mos-
tréd gue, en el caso de la lisina el perfodo de in
cubacidn necesario para su produccidn disminuia -
notablenente y aeunzntaba Ia cantided de aminodci-
do producido.

Esto nos permite concluir gque, en estz caso,
los nicroorgonismos en estudio siguen el camino —
metehdlico universalmente aceptado paera la lisina.

in cuanto al caso de la produccidn de iso.=

Zeucina y crnitinag, el empleo de precursores tuvo

rzsultados negutivos, sin embargoe el ninero dz
precursores enpleadcs no nos permiten asegurar -
cue pusdan. odtenerse resul tados satisfaciorios -

con esitos aminodcilos.
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En el presente trabajo se llevd a cabo un =
es tudio gue, sobre la produccidn de isoleucinz, -
lisina y ornitina por algunos microcrganismos, -—
tienen la aereacidn, agitacidn, aereacidn-agitc -
cidn y cultivo estdtico; fuentes de nitrdgeno, -
concentracidn de glucosa y elgunos precursores.

S'e emplearon 90 microorganismos de los cuc—
les & produjeron cantidades apreciables de los u-
minodcidos en estudio.

Log resultados nos revelan que lags condicio
nes bajo las cuoales se obtuvo Ia nayor concenitra-—
cidn de aminodcido varfen para cada microorganis-~
Mo«

Zn general podemos decir gue Ia dnice condi
cidn comin parece ser le aereacidn y Ia agitacidn
combinadas, ya gue los demds jactores tienen cfec
tos diversos sobre los dijferentes microorganisros

estudiados,.
Se hace noter la importancia gue tendria el
hacer un estudio nds completo respecto al enplco-

de precursores en el caso de isoleucina y orniti-

na.,
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PA5L4 Y. Produccidn de aminodcidos,

Hlcroor—= 48 horas de lncubacidn 98 horgs de incudgeidn
gantsmos
Iso Lis Orni Iso Lis Orni
14 - - = - * -
16 - - - - - +
23 - - - + - +
25 - - - + & -~
27 - - - o - -+
32 s - g - - + *
35 - - - - - g
35X - o - - -
41 * - - - - -
a4 + - - - - -
45 - - - *, - +
49 - - - - + -
S¢ - - - + + +
¥ - - : - - + -
&3 - + - - - -
(1 4 - - - + + -
85 - - - - +
87 = + - - + +
88- - - - - -
73 - - - - + -
7L + - - s - &
79’ + - - + - -
&278 E e = - - -—
8248 + - - - - -
ABREVI ATURAS? COXDICTONES:
Iso = JIsoleucina. pH del madio de cultivo:6.8-7./
Lia = Lisina. Tempe raturar 28°C - 30°C

Orni = Ornitina. dgitacidne 100 P.p.m.



TABLA ITI. Hicroorgenismos dislados y Clasificadosge.

¥o. Hicroorganismo ' Procedencia

22  Arthrobacter orydans Merrg
25 Rhodopseudomona gélatinosa dgua de deshecho
27 Leuconostoc mesenteroides i Alimentos %

35 Klcrococcus ecgseolyticus ——

44  Protleus vulgarts dgue de deshecho

V&g Staphylococeus aureus A1l re
49  Prdtems .mirgbilis Estidrcol
50  Micrococcus varians Estiércol
g2 Arthrobacter simplex . Tierra
L €5  Erwinia chrysantheni ¢
£87 Nycococcus Iuteus- Tierra
68 Pseudomonas flourocescens var inmdvil Tierra
73 -.Proteus mirahilia Plerra
i i
£71 DPacillus sphgericus Tlerra

ABREVIATIRAS @
¥o. = Nfmero.

DEPTO. DE F"RMACCS (- 2GIA



TABLA IIT. MNieroorganismos Seleccionados.

Hicroorganismog Adminodcidos
Isoleucing Liztna Ornitina

R{:odopsaudamna gelatinasae + - -
Leuconostac mesentarotdes + - +
Saccharonyces ellipsoideus - - -
Proteus mirabilis - + -
Aerzg0 e et freads + -
Arthraobacter simplez - + -
¥icrococcus caseclyticus - - : +
Erwinia chrysanthemi - - +

CONDICIQNES:

pH del madlo de cultivor 6.8 = 7.1
Femperatura ¢ 28°C - 30°C
dgitacidn ¢ 100 r.p.m.

Perfode de incubgcidm ¢ 96 horase.



FABLA I¥F. Efecto de las condiciones de aereacidn, agtt&cidnf

aereacidn=agitacién y cultivo estitico sobre liag -

produccidn de Isoleucing.

Microorganismos Zondiclones Conc. del aminodcido
en g/100ml
Rhodopseudomona dereactdn Ne g
Sé.Laelrt s Agttacidn Neg.
Aergacidn=-Adgitacidn Kegs

Cultivo estdtico

=~ 0.00825.

dereacidn Feg.
Leuconostoe dgttacién Feg,
mesenteoides dercacidn=-dgitacidn 2= 0, 00625.
Cultivo estdtico Neg.
deregctdn Feg.
‘Saccharomyces Agt tacidn Ne g
edFipsoideus déreacidn~dgitacidn =~ 0.0185
Cultivo estdtico Keg.
ABREVIATURAS CON¥DICTONES:
Corncs = Concentracidn pH del medio de cultivo 6.8 = 7.1
a =  gramos Penperatura ¢ 28°C - 309C,
Neg = Negatipco Perfodo de tncubacidn 2 96 horags

der eacidr; 1,25 1itros/ minuto

Agitacidns 100 r.p.ma



TABLA F.. Bfecto de las condébcionss de aereacidn, agitacidn-

aereaclidn-agt tacién y cultivo estdtico sodre Ia

producetidn de Iisina.

¥icroorganismos Condiciones Conc. del anirodcido
en g/100m]
LJaraacidh Kege.
Sorrpe 179 dgitacién Fege
f‘éﬂ’y/{' cads dereactén=-4agttacidn Feg.
Cultive estdtico ar Qe 00625
dereactdn Kage
Proteus dgitecidn Nege
miragbtlie deregetdnedgitacidn = 0. 00625
Cultivo estdtico Neg,
deregaidn _Neg.
Agitacidn Hege
Arthrobacter
dereacidn=dgttacida ar 0. 00625
simplex
Cultivo estétice Nege
ABREVI§TURAS? BoNDICTONES:
Conce = Concsntracidn pBF del medio de cultivoy 6.8 ~7.1
g = gramos Femperqturat 28°C = 30°C
Feg. = Negative deregcidne 1.25 litros/minuto

dgt tacidne 100 PeDeMa



Efecto de las condicionescde gereacidn, agitecidn.

T48L4 FI.
aereacidn-agttacidn y cultivo estético sobre la -
produccidn de ornitinds

¥icroorganismos Condiciones Conce del aminodcido

en g/100ml
dereactdn Fege
Lauconcstoe dgittacidn . ¥ege
mesentercldes derscetdn-dgitactén 0. 00625
Cultivo estético Nege
dereacidn Neg, ,
¥lerpcoccus dgttacidn Fege
cegeolyticus dereacidn-dgitacidn > 0.00825
Cultivo estdtico Negp.
dereactidén o= 0.00825
M
Erwinia 4dgitacidn Nege
chrysgnthent Aereacidn-dgitacidn Feg
Cul tivo estdtico Kege
ABREVIATURAS: CONDICIONES:

Cones = Concentraclidn pH del medlo de cultive: 6.8-7.1

g = gramos Tempereturas 28°C - 30°C

Xeg = Fegativo Perfodo de incubacidne S6 horas

deregcidn ¢ 1.25 litroskainutos

-‘QitﬂCiJﬂ- : 100 T's PasMa



TABLA VII. XKfecto de la concentracidn de glucosa sobre 1a -

produccidn de Isoleucina.

Nicraoorganlsmos  Condiciones Conc. Conc. ds » Glucosa
de gluco aminodcido restdual
sg en % en g/100ml en %

1 =~ 0., 00625 0.2

Rhodopssudomona Cultivo & 20,0125 2.4

gelatinosa estdtico 5 ~ 0. 00625 .

10 trazas 5.9
1 = 0.0125 09
Leuconostos Aereceidn- = 0, 00625 l.95
mesentercides dgitacidn. 5 ar 0, 00625 3.95
10 = 0,00625 8.1
1 = 0, 00625 0.2

Saccharomyces dereacidn- 3 = 0. 00625 207

eilipsoideus dgitactdn 5 ar 0. 0025 4.8

ABREFIATURAS: COXDICIONES?

Conca = - Concentracidn. pH dal madio de cultivor 6.8 - 7.1

int = {iniecial Tenperatura: 289 - 30
g = gramos dareactdn ¢ 1.25 1itros/minutoa

dgitagcidns 100 r.p.n.



JABLA VIII.

duccidn de lisina.

Erecto de la concentracidn de glucose sobre

Ia pro

Xicrgorganismos  Condiciones  Conce ini. Cones de Glucosa
' de glucosa aminodcido residual
an Fe en g/100ml en %
1 X 0.00825 0.95
Honge ne Cul tivo 3 = 0,00885 2.7
cdensfreade estético 5 % 0,00625 4.2
10 = 0.0125 G 85
1 irasas 0.2
Proteus Aderegcidn- 3 tragas 2.2
mirabilis Agitacidn &= 0,00625 4.3
10 trazas 8.2
1 traxas O 3
drthrobacter dereacidn- 3 trazas Z.¢
simplex dgitactén 5 = 0,00625 4.4
10 trazas 8.7
ABREVIATURAS: CONDICIONES:
fonc. = Concentracidn. pH del medio de cultivoi? 6.8 = 7.1
itni = inicial Pemperaturar 28°C = 30°C
g = gramos Perfodo de tncubacidng 96 koras

dergactdn ¢ 1.25 1ttros/minuto

Aglitacidns 100 r.p.ms



TABLE IX. Efectc de 1a concentracidn de glucosa sobre 1la pr&duc

ctén de orniting.

Hilcroorganismos - Condiciones Conce Ini. Conc. de Glucosga

de glucosa aminodcido residual

en % en g/looml en % D{{W

-2 trazags 0.9 o] )
Leuconostoo deregeiéna 3 tragzas 1.95 /. 0%
mesenterolides 4gitactdn 5 = 0.00625 J« 98 }.d $
10 2 0. 0125 9.1 e
. L o9
1 trazas O. 4 ’ (-
Hicrococcus Aeregcidn- 3 trazas 2.7 .
caseolyticus Agttacidn 5 & 0.00625 3.9 } [
10 trazas Pe 2
trarae > 2.8
t?‘ﬂ‘ﬂ;’ 0.4 » p
Ervinig dereacidn 2 %0.00685. 1.6, /., ¢
x—‘_____,____.__s
chrysanthent 5 truu.a >, "z'
- 10 tryas 8,3 f _x

ABREVIATURAS: CONDICIONK S

Cone, = Concentracidn pA del medio de culiivay 6.8 - 7.1

int = intctal Temperaturar 289C « 304C

g = gramos Perfodo de incubacidns 96 horas
deregcidne 1.25 1itros/ainuto
dgitacidn: 100 r.p.m.



PABLA I. Efecto de diversas fuentes de nitrdgeno sobre lg produc

cidn de iscleucina.

Ktcroorganismo Condliciones Conce inl Fuentes de Conce. de Flucosa
de gluco nitrdgeno. aminodcido residual

sa en % en g/l00ml en%,
IH‘EJ Fﬂg. 2.6
J’HJ{)S Neg 2.2
Rhodopseudomona Cultivo 3 fN34)2G03 Feg. 3.0
gelatinosa estdtico (3'34)2304 Nege 2.1
fF34)3PO4 e ge 2.2
Urea Keg. 2. 2
F.E#C'l Feg. 1s O
31?4.?03 Iﬂg. 0.2
Leuconostoc dareqcidn- i (NH4)2003 Feg, 1.0
mesentercides Agitacidn. (¥8,),850, Neg, 1.0
' (¥8,) PO, Neg. 0.4
Orea Neg. 0. 45
I.F{D.l Feg- £.9
JHJOS, Xe g, 3.9
Saccharomyces  Adereacidn- 5 (¥8,) 00, Neg £.4
ellipsotdeus Agitacidn (FH4)2304 ¥eg 4.2
‘(Jﬁ4)spo4 Neg e 5
Urea - Neg 4, 3
Concs = Concentractite 1y 4.7 meuto de cultivot 6.8 = 7.1
ini = tnictal. Temperatura: 26°C = 30°C,
¥ Sl el Parfodo de incubacidn: 96 horgs
Beg = KFegatipo dereacidn 2 1.25 1itros/minuto

dgitactidny 200 rop.m.



TABLA XI. Efecto de diversas fuentes de nitrdgeno sodre lg produc
¢idn de ornitina.

¥ilcroorganismos Condiciones Conc. ini. Fuentes de Conc. de #lucosa
de glucosa nitrdgeno. aminodcido residual

en % en gficOml en %
Eﬁ‘401 Fege 10,0
Leuconostoc dereacidn- 10 (FE,) L0, troxas 8.2
mesenteroides dgitacidn. (¥E,) 50, Fege 10.0
(IH4)3PO4 Fege 7e 2
Urea Neg,. 10,0
F34¢'1 x> 0.0125 4o 1
¥tcerococcus deregcién- 5 (134)3603 Fege 5. 0
caseolyticus dgt tactén {¥4,) 80,  trozas 2.5
{JE4J3PO' trazas 2.4
Trea KNege 9 |
¥8 1 w 0.00825 2.2 .3
FH A0, Feg. 2.9
Ervinta deregeidn 3 (RE ) €05 Fega 2.8
chrysanthent (FH4)E.5'G4 Fege 2,85
(XE ) PO, Fege 2 ¢
Trea Nege 2,8
ABREVIATORAS : CONDICIONES:
Concs = Concentracidn. pHF del medic de cultipor 6.8 = 7.1
int = iniclal Tempergturags 28°C - 30°C
g = gramoe Perfodo de incubacidn: 96 horas
Neg. = KNegativo deregeidns 1.25 1itros/minuto. ?

L 3

dgttacidn: 100 r.p.m.



PiELS XIT, Efecto de diversas fuentes ds nitrdgenc sobre la ipruduc

cidn de 1isina.

Kicroagantsmos Condicionres Conc. int.

de glucosa

en %

FPyuentes de Conc.

de

Glucosa

nitrdgenc. aminofcido residual
en g/lo0ml en %.

IH‘GI I&go 7e 5
ﬁ/ Ng 45'03 s 0., 0125 7Ted
wage S Cul tivo 10 (¥x,) c0, Feg. 8.7
fﬁéﬁ’£f’°¢¢$ estético fﬁ'ﬁ'!)g&‘o; Xeg 7e 4
(334}31504 trazas 8 &5
Uraa Feg. 9. 5
e C1 Hege 5.0
IHJO‘? = 0, 00625 £, 0
Proteus dereacidn 5 (¥8,) 00, Fege 4.6
mirabtiis Agitacidn {(¥8,) S0, Fege 3.3
{I54)3P04 Hege 3.5
Urea Ieg. 4., 8
1“9'401 Nege 1.7
drthrobacter Aarsacidn- 5 (¥H ;) o004 traxas 4.1
simplex dgttacidn !'JE‘_JESO‘ trazas 2.0
(§H,) POy traras 2.9
Urea ¥ LT N £, 5
ABREVIATURAS: CONDICIONES:
Jonc, = Conecentracidn. pH delmedio de cultivos 6.9 = 7.1
ini = inicial Pemperatura: 289 = 309C
g = gramos Perfodo de Incubacidne £8 horas.
Feg. = Fegativo. dereactdne 1.25 1itros/minuto

Agltacidne 100 P.Deme
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