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EXPLICACION DETALLADA DEL INVENTO
Este invento se refiere a un mótodo para la de­

terminación rápida, sencilla y cuantitativa de una fuente 

de carbono y un producto de fermentación en un medio de 

cultivo por medio de un electrodo microbiano.

En una ramificación de fermentación industriar 

tal como la fermentación de L-aminoácidos y la fernentácrióji 

de SCP se.aplica ampliamente para obtener una producción 

creciente un mótodo de alimentación por el que se alimen 

ta continuamente una fuente de carbono en el medio de o.úl 

tivo, de modo que la concentración de la fuente de carbono 

en el medio se controla dentro de una concentración desea­

da durante la fermentación.

Con el fin de controlar exactamente la concen­

tración de una fuente de carbono, es necesario una medida 

en linea (en el curso de la producción) de una fuente de 
carbono en un medio de cultivo, por consiguiente, se re­

quiere un mótodo para determinación rápida, sencilla y 
cuantitativa de una fuente de carbono.

De modo similar, un mótodo que sea rápido, sen­

cillo y cuantitativo para la determinación de un producto 

de fermentación, tal como el ácido L-glutámico en el medio 

de cultivo es tambión muy eficaz para controlar el proceso 

de fermentación, puesto que el tiempo de conclusión de la 

fermentación puede decidirse fácilmente.

De acuerdo con un mótodo enzimático convencional 

que emplea una enzima, tal como invertasa y glucosa-oxida 

sa junto con un material colorante o un mótodo' de electro, 
do con enzimas que comprende un electrodo y enzima inmovi' 

lizada, pueden determinarse las fuentes de carbono no voló
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-tiles tales como glucosa y sacarosa. Sin embargo, estos má 

todos convencionales no están adaptados para empleo en la 

determinación de fuentes de carbono no volátiles en un me­

dio de cultivo, tal como un medio de cultivo que contiene 

especialmente melazas de caña de azúcar o remolacha como 

una fuente de carbono, que contienen un gran número de otros 

compuestos orgánicos. Por consiguiente, en la práctica, se 

emplea todavía un mátodo convencional para determinar el 

poder reductor de un sacárido. Sin embargo, este mátodo cfo 

mán no es satisfactorio para el propósito de las medidas 

en el curso de la producción puesto que este mátodo común 

está muy afectado por las impurezas reductores que coexis 

ten'generalmente en un medio de cultivo durante la formen 

tación. Por otra parte, se requieren etapas de hidrólisis 
complicadas de la fuente de carbono, si la fuente de car­
bono empleada no es un monosacárido.

Por consiguiente, por empleo de una cromatogra­

fía gaseosa común o un perceptor semiconductor, pueden de­

terminarse fuentes de carbono volátiles tales como metano] 

etanol y ácido acático pero estos mátodos son tambián in­
satisfactorios para la medida en el curso de la producción 

puesto que una gran cantidad de impurezas orgánicas no vo­

látiles contenidas en un medio de cultivo dañan la columns 

del aparato de cromatografía de gases haciendo imposible 

la determinación a largo plazo. Además, es demasiado ines­
table para el perceptor semiconductor que ha de aplicarse 

para la medida en el curso de la producción.
Por otro lado, de acuerdo con el mátodo de War- 

burg convencional o el mátodo del autoanalizador que deten 

mina la cantidad de dióxido de carbono gaseoso manomátric:.
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o colorimótricamente, producido por la reacción (I) cata­

lizada por una L-amino-ácido-descarboxilasa tal como de 
ácido L-glutámico- o L-lisina-descarboxilasa, derivada de 

la calabaza, Esherichia coli, Bacterium cadaveris, puedej 

determinarse el producto de fermentación tal como el L-amd

noácido.

(I) L-amino-ácido amina-correspondiente 4--0 0*

L-amino-ácido 
dése arboxilasa

Estos mótodos comunes son de exactitud excelente 

pero no económicos puesto que ha de emplearse una enzima 

cara en tandas y no puede emplearse continuamente, y se re 

quiere un aparato de determinación muy caro para el mótodo 

del autoanaüzador. Además, en todos los casos es necesa­
rio un procedimiento de filtración complicado para separar 

las cólulas microbianas del medio de cultivo antes de la 

determinación.

De acuerdo con el presente invento, se propor­

ciona un mótodo para una determinación rápida, sencilla y 

cuantitativa de una fuente de carbono y un producto de fer 

mentación en un medio de cultivo por medio de un electrodo 

miorobiano.

(1) Mótodo y aparato para determinar la fuente de carbono

El mótodo para determinar una fuente de carbono 

de acuerdo con el presente invento comprende medir la ve­

locidad de disminución de la corriente por un electrodo mi 

crobiano que comprende un electrodo sensible al oxígeno y 

una membrana para retener las cólulas de microorganismos 

en un líquido acuoso. La disminución se origina por el con­

sumo de oxígeno disuelto en el líquido por microorganismos
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fijados durante la asimilación de la fuente de carbono en 

el liquido, y calcular la concentración de la fuente de ca 

bono de la velocidad de disminución de corriente, emplean­

do la relación entre la concentración de la fuente de car­

bono y la velocidad de la disminución de corriente.

En este mátodo, los microorganismos fijados es­

tán en contacto indirecta o próximamente con la membrana 

de diafragma de un electrodo sensible al oxígeno. Los mi­

croorganismos fijados y el electrodo sensible al oxigeno 

forman juntos un electrodo microbiano.

Los microorganismos fijados empleados de acuerdo 

con el presente Invento son aquellos que están inmoviliza­

dos por atrapamiento de las cálalas microbianas intactas 

entre una membrana de diafragma o el electrodo y una mem­

brana de diálisis o una película sólida similar, o una memL 

brana permeable a los gases; o pueden estar dispersados en 

una matriz sólida continua dé un material que tiene las 

mismas propiedades tales como colágeno y otros polímeros 

naturales o en oiertos goles de resinas sintéticas conoci­

das por si mismas. -
Una membrana de diálisis o cuerpos sólidos simi­

lares empleados de acuerdo con el presente invento son pre­

feriblemente aquellos que son permeables a Og y compuestos 

orgánicos en el líquido pero impermeables a las células 

microbianas atrapadas. Por ejemplo, son preferibles membra­

nas de'diálisis convencionales tales como oelofán, membra­

na de acetllcelulosa, y membrana semipermeable como filtro 

de Milipore (Marca Registrada de Milipore Ltd. Co.) y red 

de nyIon. Sin embargo, cuando se emplea una fuente de car­

bono volátil, debe emplearse una membrana permeable a los
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gases tal como Teflon poroso, "Silicone" (Marca Registra­

da de Shinotsu-KagakuCo., Inc.), membrana de polibutadie¡- 

no y polietileno que son permeables solamente a fuentes 

de carbono volátiles y Og gaseoso pero impermeables a 
otros compuestos orgánicos.

Los microorganismos empleados de acuerdo co,n el 

presente invento son aquellos que son capaces de consumir 

oxígeno disuelto en un líquido acuoso durante la asimilaj- 

ción de una fuente de carbono, con preferencia a otros ma 

teriales orgánicos que pueden ser asimilados por los.mi­

croorganismos. Ejemplos de ellos son bacterias tales^como 

Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus y Brevibac

Hoja nñm. 5

terium flavum, levadura tal como Saccharomyces cerevisae,

Trícosporon bracicae, y Torulopsis pintropesii, entreí otr 

microorganismos. ' ''*
Cuando se selecciona la cepa empleable para es­

ta determinación, es más preferible usar una cepa de* un 

microorganismo que sea útil para fermentación propiamente 

dicha y que tenga la capacidad antes mencionada.
Por ejemplo, para determinar el ácido L-glutámi 

co, se emplea preferiblemente una cepa de Brevibacterium 

flavum ATOO 14067 que se emplea para fermentación del áci 

do L-glutámico, para la determinación de fuentes de carbo 

no tal como glucosa, fructosa, sacarosa o ácido acótico 
en el medio de cultivo durante la fermentación -del ácido 

L-glutámico.
Los microorganismos empleados de acuerdo con el 

presente invento para determinar la presencia de metanol 

en un medio de cultivo de fermentación de SCP con los que 
son capaces de asimilar metanol como una fuente de carbón

)s
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y desarrollarse rápidamente. Por ejemplo, se emplean pre­

feriblemente Mothanomonus methanica, Pseudomonas methylo-

tropha. Pseudomonas insuete, Achromobacter methanolophyla
y Candida parapsilosis. El microorganismo se cultiva en 

condiciones aerobias a una temperatura en el intervalo de 

, 20 a 3730 durante 10 a 30 horas en un medio de cultivo 

convencional que contiene una fuente de carbono, una fuer 

te de nitrógeno, un elemento nutriente secundario e iones 

inorgánicos. Las cálulas microbianas se recogen luego cen 

trifugando el caldo de cultivo, se lavan con agua y se al 

macenan a baja temperatura.
El electrodo sensible al oxígeno empleado do 

aouerdo con el presente invento puede ser de cualquier ti 

po .convencional.
En la descripción siguiente, se hará referencia 

a modo de ejemplo a los dibujos que se acompañan.

La Figura 1 muestra un electrodo microbiano 10 

formado untando oólulas húmedas intactas de un microorga­

nismo sobre una membrana de diafragma 3 y cubriendo la ca,- 

pa mloroblana 1 asi formada con una membrana de diálisis 

2 tal oorno una membrana de oelofán para mantener los mi­

croorganismos en su lugar. El olootrodo consiste además 

en un oátodo de oro 4 y un ánodo de plata 5* un anillo 
de caucho 6 para fijar las membranas al electrodo, la so- 

luoión de electrolito 7 (EDI), un alambre conductor 8 y 

una cubierta 9. En el electrodo mostrado en la Figura 1; 
los microorganismos pueden mantenerse entre las membranas 

2 y 3 en un soporte sólido, tal como un trozo de papel de 

filtro, que contiene una cantidad definida de cólulas mi­

crobianas intactas o pueden mantenerse en una matriz po-

16049
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limera tal como colágeno y un gel de poliacril-amida como 
una forma de microorganismos inmovilizados. Este método 
es preferible puesto que la cantidad de células intactas 

empleadas puede controlarse fácilmente y los electrodos 

microbianos asi.obtenidos tienen características uniformes, 
 ̂ Un ejemplo de un diagrama esquemático del siste­

ma de determinacién continuo del invento se ilustra en la 

Figura 2 o Figura 8 . "7, ,

En la Figura 2, se muestra un electrodo microbia­

no 10, una cubeta de flujo 11, anillos de caucho 12, 12', 

para fijar el eleotrodo, el registrador 18, una entrada 1É 

de suministro para la solución muestra con una solución 

vehículo, salida 17 para la solución residual, entrada 13 

para el aire insuflado, suministro 14 para la muestra,"y 

depósito 15 para la solución vehículo que son todos evidex- 

tes.
En la Figura 8 se muestra otro sistema de deter­

minación continuo que emplea también un eleotrodo microbis 

no.

En este sistema,.agua destilada o agua tampona- 

da saturada con oxígeno disuelto se alimenta en la cubeta 

de flujo 11 a un caudal constante durante la determinad 6i 

de la corriente del electrodo 10 registrada. Después de 

que la corriente ha alcanzado un valor constante (denomi­

nado la "corriente base" o "línea base"), la solución de 

muestra (medio de cultivo o caldo cultivado) del disposi­

tivo de toma de muestras automático 14 se inyecta directa­
mente en el sistema por el dispositivo de auto-toma de mu( 

tras a un caudal constante en un intervalo constante, se 

diluye haciendo fluir agua o agua tamponada, se satura coi
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" oxígeno disuelto, y se introduce en la cubeta 11 y se agi­

ta por el agitador magnótico 20. La temperatura de la cube­

ta de flujo 11 se mantiene por la camisa 19 a una tempera­

tura constante en el intervalo de 15 a 30BC durante la de­

terminación. Cuando la solución de muestra se introduce ei 
/

.la cubeta de flujo 11 y se pone en contacto con el electro­
do microbiano 10, la corriente del electrodo que se regis­

tra visualmente en el registrador 18 disminuye marcadamente 

con el tiempo hasta que alcanza un estado estacionario co­

mo se ilustra en la Figura 3. B1 tiempo para alcanzar un 

estado estacionario está entre 1Ó y 15 minutos. La dismi-! 

nucidn en la corriente es causada por una absorción de?, 
oxígeno disuelto por los microorganismos fijados del elec­

trodo en el curso de la asimilación de la fuente de carbo­

no de la solución de muestra. La velocidad de la disminu­
ción de la corriente y de la disminución de la corriente 

en un estado estacionario dependen una de otra y son por 

consiguiente proporcionales a la concentración de la fuen­

te de carbono. Por lo tanto, la concentración de la fuente 

de oarbono puedo oaloularoe a partir do la velocidad do la 

disminución do la oorrlente o de la disminuolón do la oo-
rrlonte on un estado ootaolonario en virtud de la relación 

lineal entre ollas.

Como los microorganismos del electrodo pueden 

asimilar la fuente de carbono rápidamente, el tiempo de 

inyección de la muestra es tan corto como de 1 a 10 minu­

tos. En cuanto al tiempo de contacto de los microorganismos 

con la solución de muestra, es deseable que el tiempo sea 

tan corto como sea posible puesto que si los microorganis­

mos permanecen en contacto con la solución de muestra du-
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rante un tiempo largo, pueden ser asimilados por los mi­

croorganismos otros compuestos orgánicos contenidos en la 

solución de muestra, tales como aminoácidos originando uns, 

absorción indeseable de oxígeno disuelto. '

- Puesto que la velocidad de disminución de corrien­

te está influenciada por el pH y la temperatura, es nece­

sario realizar el procedimiento de determinación a una tem­

peratura constante que varía do 15 a 40SC y un pH que.varia 

de 3,0 a 8,5. Cuando se determina una fuente de carbono 

volátil tal como ácido acático en un medio de cultivo,, el 

pH del líquido acuoso en la cubeta de flujo debe mantenerle 

suficientemente por debajo del valor de pK del ácido acá- 

tico ('4,75 a 308C) puesto que la mayor parte de las, mólden­

las de ácido acótico existen en forma de iones acetato por 
encima de los valores de pK, en los que no pueden pasar a 
travás de una membrana permeable a los gases.

Lá velocidad de disminución de corriente está 

tambión ligeramente influenciada por la clase de la fuente 

de carbono. Por lo tanto, es deseable determinar la rela­

ción entre una fuente de carbono que ba de determinarse y 

la velocidad de la disminución de corriente antes de la 

determinación.
El mátodo del presente invento no es efectuado . 

por otros compuestos orgánicos e iones inorgánicos coexis­

tentes en un medio de cultivo. Por ejemplo, los L-aminoáci- 

dos tales como ácido L-glutámico, L-lisina, ácido L-aspár-^
f *
tico, vitaminas, proteínas de neuclótidos de base (enzima), 

páptidos, polisacáridos, agentes antiespumantes y agentes, 

tensioactivos no afectan al mátodo del presente invento. *
El mátodo del presente invento es más preferido ̂



1

5

10

15

20

25

p-

30

16049

HojM n ó m . 10

que un mótodo convencional para determinar el poder reduc­

tor de la fuente de carbono puesto que puede determinarse 

exactamente la concentración del sacárido en un medio de 

cultivo de fermentación de ácido L-glutámico. Mientras que 

la concentración no puede determinarse exactamente por el 

mátodo para determinar el poder reductor tal como el mótod)3 

de Park-Johnson, puesto que una considerable cantidad;.de im 

purezas reduotoras está oontenida generalmente en un medio 

de cultivo de fermentación de ácido glutámioo.
De acuerdo con el presente invento se proporcioné 

un mótodo para determinar un L-aminoácido en un medio.de 

cultivo o caldo de fermentación por medio de un electrodo 

microbiano. El mótodo comprende medir la fuerza eleotromo 

triz (F.E.M.) de un electrodo sensible a COg gaseoso en un 
líquido acuoso, en el que la F.E.M. se produce de acuerdo 

oon la reacción (I) realizada en condiciones anaerobias po%* 
los microorganismos fijados del electrodo microbiano. El 

cálculo de la concentración del L-aminoácido se hace por 

el empleo de la relación entre el logaritmo de (C=concen- 

tración de L-aminoácido) y la F.E.M. como se muestra en 

la Figura 14, en la que se aplica la ecuación de Nernst.

( I I ) E = B p -
2.3Q3RT
F log C

En esta ecuación E^ es una diferencia de poten­

cial aslmótrica, R es la constante de los gases, T és la 

temperatura absoluta y F es la constante de Faraday.
Los microorganismos empleados de aouepdo con el 

presente invento son los que contienen y muestran activi­

dad de L-aminoácido-descarboxilasa. Por ejemplo, se emplean
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para determinar el ácido L-glutámico microorganismos que 

tienen una actividad de ácido L-glutámico-descarboxilasa 
tales como Bscherichiá coli ATCC 8739, Citrobacter freundifi 

ATCC 10787; Clostridium welchii ATCC 13124, Rhodotorula 
glutinis IPO 0413. Se emplean preferiblemente para deter­

minar L-lisina los que tienen actividad de L-lisina-des- 

carboxilasa tales como Escherichia coli ATCC 23226, Bacte- 

rium cadáver i s ATCC 9760, Streptococcus faecalis ATCC /129S4, 

Pseudomonu's saccharophia ATCC 15946, Bacillus subtilis 

ATCC 15037, Lactobacillas casei ATCC 7469.

Para determinar la L-fenilalanina y la L-árgini- 

na, se emplean preferiblemente los microorganismos que tie- 

. nen actividad de.L-fenilalanina- o L-arginina-descarboxi- 

lasa, tales como Streptococcus faecalis ATCC 8043, Esche­

richia coli ATCC 10787.

Estos microorganismos pueden cultivarse en con­

diciones aerobias o anaerobias de una forma convencional 

y las cálulas microbianas obtenidas emplearse directamente 

cómo una forma-de electrodo microbiano.

De acuerdo con el mátodo del presente invento, 

además de cálalas intactas, tambián se emplean preferible­

mente cálulas liofilizadas o cálulas microbianas que están 

tratadas con un disolvente orgánico y/o un agente tensio- 

activo. Como disolvente orgánico para este fin, se emplean 

acetona, etanol, metanol, isopropanol, n-propanol, tolueno 

y áter-.

Los agentes tensioaotivos empleados de acuerdo 

con el presente invento son los que tienen fuerte poder 

osmótico pero que no perjudican la actividad.de la enzima. 
Por ejemplo, se emplean preferiblemente bromuro de cetil-
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trimetilamonio, bromuro do cetilpiridinio, lauril-sulfato 

de sodio, óter alcolrflicd de polietlleno, y alcohil-betaí 

na. Por ejemplo, las cólulas microbianas que se cultivan, 

recogen y lavan con agua se sumergen en el líquido acuoso 

que contiene una cantidad sustancial de agente tensioacti-' 

vo y/o se tratan oon disolventes orgánicos y a continuación 

se secan a una temperatura baja. Las cálulas microbianas 

así obtenidas contienen 10^/g de cálulas vivas y se empleán 

preferiblemente durante un tiempo tan largo como dos años, 

10 El electrodo microbiano empleado de acuerdo con

el presente Invento para determinar L-aminoácldos se forme, 

fijando los microorganismos antes descritos a un electrodc 

sensible a COg gaseoso de una forma similar a la que se 

describe anteriormente en el mátodo para formar el electró 

15 do microbiano empleado para la determinación de una fuente

de carbono.

Un electrodo sensible a COg gaseoso empleado de 

acuerdo con el presente invento puede ser de cualquier ti­

po convencional.
20 La Figura 11 muestra ún electrodo microbiano

que comprende un diafragma 3 del electrodo tal como una 

membrana de silicona a la que se fijan los microorganismos 

la capa de microorganismos 1, el separador 1' tal como un 

trozo de papel de filtro, membrana de diálisis o un cuerpc 

25 sólido similar 2 tal como una membrana de filtro Milipore 

(marca registrada de Milipore Ltd., Co.) y una red de ny-
f *
Ion, el electrodo de pH 4' y una solución 7 del electroli­

to interno tal como un líquido acuoso que contiene NaHCO^ 

y NaCl.

30 Un diagrama esquemático del mátodo del invento

16049
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-está ilustrado en la Figuia 12 que es similai- al ilustrado 

en la Figura 2 excepto que el gas Ng se inyecta en el sis­

tema de determinación por la boquilla de inyección 13' en 

lugar de aire u Og gaseoso.

En la Figura 12 se muestra un electrodo microbia­

no 1 0, una cubeta de flujo 11, un tope de caucho 12, 12!, 

la boquilla de inyección de Ng gaseoso 13', boquillas'de 

inyección de la solución vehículo 15, solución de muestra 

14, medidor de pH o medidor de iones 18' y un registrador 

18.
Se inyecta úna solución vehículo que tiene valo­

res de .pH de 3,5 a 5,5 y Ng gaseoso en el sistema de deter­
minación desde la boquilla 14 y 15 a un caudal constante 

respectivamente, y la temperatura en la cubeta de flujo se 

mantiene a una temperatura constante que varía desde 20 

a 40SC durante la determinación.

La fuerza electromotriz del electrodo se regis­

tra visualmente por un registrador (línea base).

Despuós que la línea base ha alcanzado un valor 

constante, la solución de la muestra (un medio de cultivo, 

caldo cultivado o solución diluida) se inyecta en el sis­

tema de determinación por una boquilla 14 durante 0 ,5 a 3 

minutos a un caudal constante y a un intervalo de tiempo 

regular, se diluye con la solución vehículo circulante de 

modo que la concentración del L-aminoácido. en la cubeta 

de flujo pueda ser de 10**4 & 10**3- M, y se alimenta en la 

cubeta de flujo.

En la pila de flujo, el L-aminoácido de la solu­

ción muestra se descompone por los microorganismos fijados 
del electrodo y se produce COg gaseoso de acuerdo con la
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reacción (I). El COg producido penetra a travós db un dia­

fragma del electrodo y cambia el pH de la solución 7 del 

electrolito del intervalo. El cambio de pH se determina 

por el medidor de pH o el medidor de iones 18' y se regis­

tra por el registrador 18. ¡

Puede calcularse la concentración del L-aminoáci-
... )

do en la solución de muestra a partir de la ecuación .de ¡ 

Nernst (II) anteriormente descrita.

Como solución vehículo empleada de acuerdo con 

el presento invento, os preforible una coluoión tampón. 15 

que contiene ácido orgánico tal oorno áoldo oítrloo, ácido 

fumárico y ácido succínioo, o una solución tampón de piri- 

dina-HCl. Entre ellas, se emplea más preferiblemente la 

solución tampón de piridina-HCl que contiene NaOl y 

KHgPO^ (0,5 g/dl).
De acuerdo con el presente Invento, la reacción 

(I) en la cubeta de flujo debe llevarse a cabo en un esta­

do anaerobio puesto que si la reacción (I) se lleva a cabo 

aeróbicamente, los microorganismos fijados asimilan mate­

riales nutrientes derivados del medio de cultivo o caldo 

cultivado tal como sacárido y aminoácidos, es decir ocurre 

la respiración de los microorganismos y una gran cantidad 

de COg gaseoso que se produce por la respiración microbia­

na hace imposible la determinación del L-aminoácido.

Se ha encontrado ahora que la producción de COg 

gaseoso por acción de los microorganismos vivos disminuye 

completamente llevando a cabo la reacción- (I) en un estado 

anaerobio, en el que la reacción (I) por los microorganis­

mos vivientes prosigue lo bastante cuantitativamente para 

ser empleada para la determinación del L-aminoácido preten-

Hojw nf<m. 14
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dido.

Un estado anaerobio en el que la reacción (I) 

se lleva a cabo de acuerdo con el presente invento es 

aquel bajo el cual no hay contenido oxígeno disuelto en 

un sistema de reacción de los microorganismos fijados y e 

estado anaerobio se mantiene no solamente por inyección do 

Ng gaseoso sino tambión por otros gases inertes, tales co 

mo argón o helio en una solución vehículo que no contiene 

oxígeno disuelto.

Parecería que el mótodo del presente invento es4 

tá afectado por las impurezas derivadas de un medio*dé cu! 

tivo tales como sacáridos, ácidos orgánicos y otros amino-- 

ácidos, puesto que el mótodo emplea microorganismos vivos. 

Sin.embargo, el mótodo del presente invento no está afec­

tado, por estas impurezas. Por ejemplo, un mótodo para de­

terminación de 'L-lisina que emplea un electrodo microbiano 

que comprende microorganismos fijados de Bscherichia coli 

ATCC 23226-y electrodos sensibles al COg gaseoso no está 

afeotado por otros aminoácidos como se muestra en la Tabl̂ , 
siguíonte.

Amino-ácido 

L—lisina 

Glicina 
L-alanina 

L-valina 

L-leucina 

L-tirosina 
L-triptófano 
Acido L-glutámico 

L-prolina

Fuerza electromotriz 
(F.E.M.)_______

100,0
1.3

1.3 
1,1 

1,2
7.6

7.4
3.7 

' 1,3
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En este experimento, cada concentración de L-ami 

noácido en la solución de muestra es igual a la de L-lisi 

na. La Tabla muestra que no hay aminoácido que tenga valo­

res de F.E.M. mayores del 10% del de la L-lisina.

Otros aminoácidos que no se muestran en la Table

anterior'y otros compuestos orgánicos contenidos usualmenle

en un caldo de cultivo tambión se determinan de forma, simi

lar. - . i
-1. !

Se encuentra que el mótodo para determinar L-li­

sina no está afectado por L-serina, L-treonina, L-cistéíns 

L-cistina, L-metionina, ácido L-aspártico, L-glutamina, 
L-fenilalanina, L-asparagina, L-histidina, L-arginina, 
L-ornitina.HCl, L-citrulina, L-isoleucina, ácido LD-láctic 
ácido tartárico, ácido .¿-cetoglutárico, ácido succinico, 

ácido málico, ácido fumáricó, ácido cítrico, glucosa y 

urea.

Comparado con el mótodo del presente invento, un 

mótodo con-ninhidrlna ácida comán para la determinación de 

L-lisina está afectado por otros aminoácidos tales como 
L-cisteina como se muestra en ia Tabla siguiente.

Amlno-ácido

L-lisina 100%

L-cisteína 8%

L-cistina 3%
L-tiro sina 11%

L-histidina 4%

L-prolina 17%
L-ornitina.HCl 8%

Es evidente de estos* resultados que el mótodo 

del presente invento es superior a un mótodo de ninhidrina
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acida cománen selectividad.
Como se ha descrito antes con detalle, puede 

'alcanzarse una determinación extremadamente rápida, sen­

cilla y continua de una fuente de carbono y L-aminoácido 

en un medio de cultivo o caldo cultivado con mucha preci­

sión y reproductibilidad. Este nuevo mótodo para determi­

nación será útil para la medida en el curso de la produc­

ción de una fuente de carbono y L-aminoácido en un medio 

de cultivó o caldo cultivado durante la fermentación'y es 

especialmente necesario para un mótodo de alimentación.

El invento se ilustrará ahora por los ejemplos 

siguientes. En los ejemplos, el símbolo % representa % p/v. 

EJEMPLO 1 - Y- Y
Se cultivó Brevibacterium flavum ATCC 14067, de­

sarrollado en un cultivo en pico de flauta de agar nutrien­
te, con agitación en un caldo nutriente complementado cor 

1% de glucosa á 30SC durante 24 horas. Una porción de 25 

mi de un medio (volumen total: 100 mi) que contenía los 

componentes dados en la Tabla 1 se añadió a un matraz-de 

500 mi, se esterilizó a 120SC durante 15 minutos y se en­

frió. Cada matraz se complementó con 0,5 mi de solución* 

de urea al 30% esterilizada separadamente.
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Tabla 1. Composición del medio (pH 6,0)

Componente Concentración

Glucosa 4 ,0 g/dl

KgHPO^ 0 ,1 g/dl

MgS0^.7Hg0 0 ,1  g/dl

FeS0^.7Hg0 2 .ppm
MhS0^.4Hg0 2 ppm
Extracto de soja 24 ml/1

Tiamina.HCl 100 mcg/l

Urea 0 ,6 g/dl

15

20

25

El medio se Inoculó con 0,5 mi del cultivo de 

semilla y se incubó con agitación a 30sc durante 24 horas 
Las células se recogieron centrifugando 30 mi del caldo 

de cultivo y lavando con agua tres veces dando 5 mi de 
pasta de célula (1). Se obtuvo un electrodo microbiano 

(10) mostrado en la Figura 1 extendiendo un anillo de la 

pasta de célula sobre una membrana de Teflon (3) de un 

electrodo sensible- al oxígeno disuelto del tipo polarógrej- 

fo (Beckman Modelo 777) cubriendo la pasta con una membra­

na de celofán (2) y fijando la parte superior con una bao 
da de caucho (6). El electrodo (10) se insertó en una cu; 

beta de flujo (11) por un relleno de caucho (12, 12') dan]- 

do una cubeta de flujo de 0,5 mi. Se montó un sistema de 

medida continuo mostrado en la Figura 2 con la cubeta de 

'flujo.

En la Figura 2 los ndmeros representan los sig­

nificados siguientes, respectivamente:

30

16049
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(10) Electrodo microbiano

(11) Cubeta de flujo 

(12, 12') Relleno de caucho 

(18) Registrador
(16) Tubería para el fluido vehículo que contiene la muestpa

(13) Entrada de aire

(14) Entrada de la muestra 
(1$) Recipiente del fluido vehículo.

Para las medidas, se hizo fluir agua a un caudal 

de 5 ml/minuto soplando aire a una velocidad de 6 a 10 l/h¡. 

Asi, el agua saturada, de oxígeno entró en la cubeta de fluL 

jo como un fluido vehículo, la temperatura de entrada de 

la cubeta de flujo se ajustó a 30 se. Despuós que se esta­

bilizó la corriente eléctrica del electrodo microbiano 

(después de obtener una línea base estable), se inyectó 
una solución de glucosa al 1 ,12% a una velocidad de 0 ,1  

ml/óninuto. La corriente eléctrica del electrodo se regis­

tró variando el tiempo de inyección (anchura de impulsos) 

desde 0,5 minutos a 16 minutos. Los resultados se muestran 

en la Figura 3 en la que el eje de abscisas muestra el tiem­

po (minutos) y el eje de ordenadas muestra una cantidad de 

oxígeno disuelto (valor relativo). El valor relativo 0 sig­

nifica que el oxígeno disuelto es 0. "A" representa una 

línea base (el valor de agua saturada de oxígeno). En esta 

Figura, 1, 2, 3* 4, 5, 6 y 7 muestran anchuras de impulsos 

de 0,25^ 0,5 , 1,0 , 2 ,0,.4,0 , 6 ,0 y 16 minutos, respectiva­

mente. La corriente eléctrica del electrodo microbiano co­

menzó a disminuir unos cuantos segundos después do que se 

inyectó una muestra y alcanzó un nivel constante después 

de aproximadamente 10 minutos (corriente del estado esta-
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- cionario). A continuación, se inyectó glucosa a diversas 
concentraciones a un intervalo de 5 minutos con anchuras 
de impulsos de 30 segundos, con lo cual se examinó la re' 

lación entre la altura del pico y la concentración.

Se llevaron a cabo ensayos similares con fructo­

sa, sacarosa, ácido glutámico, trehalosa y lactosa. Los 

resultados se muestran en la Figura 4 en la que el eje de 

abscisas representa la concentración en la cubeta de fluje 

y el eje de ordenadas representa la altura del pico calcu 

lada basándose en la glucosa (la altura del pico de la glu 

cosa 1 mM es 100%). Se obtuvieron curvas de 1 a 6 con los 

significados siguientes, respectivamente:

1 : Glucosa

2 : Fructosa

3 : Sacarosa

4 : Acido L-glutámico

5 : Lactosa :!
6 : Trehalosa
Se diluyeron melazas de caña de azúcar (abrevia­

do como MC) de un contenido de azúcar de 0,9%. Tambión se 

realizó un ensayo similar con la solución diluida con una 

anchura de impulsos de 30 segundos, con lo que se examinó 

la relación entre la concentración de azúcar y la altura 

del pico. La figura 5 muestra los resultados. En la Figura 

los círculos abiertos representan los resultados que están 
muy de acuerdo con el valor teórico mostrado por la línea 

Continua A que se obtuvo por cálculo (adición sencilla) 

basado en la composición del azúcar (sacarosa:glucosa:fruc^- 

tosa 60:20:20) de MC y en la curva patrón dada en la Figu­

ra 4.
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La concentración de azúcar residual del caldo 

cultivado se midió con una anchura de impulsos de 30 segur 

dos y se calculó basándose en la curva patrón de MI (valor 

teórico) en la fermentación del ácido glutámico que se r.es. 

lizó con MC como material de partida. La Tabla 2 muestra 

los resultados. }

Tabla 2. Concentración de azúcar residual del caldo de, 
fermentación.

< [oja nstnt. 21

Tiempo Producción de ácido Azúcar residual.(g/dl) 
L-glutámico

(horas) (g/dl).
Electrodo Mátodo de Lehman' 
microbiano Schule

10
20

30 7,5

0,75

0,35
0,16

1,9
1,8
1,6

A las 30 horas de la fermentación, el mátodo de 

acuerdo con el presente invento proporcionó la concentra­

ción de azácar residual de 0,16 g/dl que era la dácima pal 

te de 1 ,6 g/dl que fue el valor obtenido de acuerdo con eü 

mátodo convencional.

La concentración de azúcar residual del caldo de 

fermentación se ensayó tambián por cromatografía en papel 

Pero no había casi azúcar que pudiera ser asimilada por e 

microorganismo. Por consiguiente, los resultados obtenido 

de acuerdo con el mátodo convencional muestran sólo la ac­

tividad reductora del compuesto reducible. Por el contra- 

rio, el mátodo de acuerdo con el presente.invento puede 

proporcionar una cantidad exacta de azúcar residual sin es 

tar influenciado por el compuesto reducible y por el ácido 

glutámico que coexiste en el caldo de fermentación en una
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concentración elevada.

t Se ensayó la estabilidad del electrodo microbia­

no alimentando 0 ,75% cíe solución de glucosa acuosa automá 

ticamente con una anchura de impulsos de 30 segundos (tem­

peratura: 30so) y a un intervalo de 30 minutos en el sis- 

tema mostrado en la Figura 2 que se montó con el electrodo 

microbiano construido de acuerdo con la Figura 1. Los re- 

sultados se dan en la Figura 6 que muestra que no se obser]- 

vó cambio durante la operación en continuo durante dos se' 

manas.

EJEMPLO 2

Se cultivó Trichosporon brasicae CBS 6382 en un 

medio de cultivo en pico de flauta de agar que contenía 

0*3 g/dl de extracto de malta, 0 ,3  g/dl de extracto de le 

vadura, 0 ,3 g/dl de peptona, 1 ,0 g/dl de glucosa y 2 ,0  

g/dl de agar. Se recogieron cólulas microbianas desarrolla­

das en el pico de flauta y 0 ,3 g de las cólulas húmedas se 

pusieron en suspensión en 5 mi de agua. Se secó la suspen­

sión de cólulas (3 mi) sobre una membrana de acetil-celu- 

losa porosa (tipo HA, tamaho de poros: 0,45 mieras, diáme 

tro: 47 mm y espesor: 150 mieras, de Milipore Ltd.). A 

continuación se montó un electrodo microbiano lustrado en 

la Figura 7 de la misma manera que se ha descrito en el 

Ejemplo 1, que era otro tipo de electrodo microbiano de 

acuerdo con el presente invento. La membrana (1') de acetdjl- 

^-celulosa porosa que retiene las oólulas microbianas (1) ¡30 

cortó en un círculo (diámetro: 14 mm) y se fijó sobre la 

superficie de una membrana de Teflon (3) (espesor: 50 mi­

eras) de un electrodo sensible al oxígeno (modelo C-321, 

Denki Kagaku Keiki Co.) que se cubrió con una membrana peí

Hoja n á m . 2 2
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rneáble al gas.(2) (membrana de Teflon porosa tipo BH, tama 

ño de poro: 0,5 mieras, Milipore Ltd.) o una membrana de 

caucho de silicona (Tipo D 606, Radiometer Co.) y a  conti­

nuación con una red de nylon (2'). Por consiguiente, los 

microorganismos se quedaron atrapados entre las dos membra 

ñas, con,lo que se ensambló o montó así un electrodo micro 

biano (10). El electrodo implicaba además un ánodo de aln 

minio (5), una solución de electrolito de cloruro de pota 

sio saturada (7)* un aislador (25), un cátodo de platinó 

(4) y un anillo de caucho (6) para fijar las membranas^-

Además, la membrana de Teflon permeable a los 

gases se colocó sobre la superficie del electrodo y se cu­

brió con una red de nylon. Estas membranas se aseguraron 

con anillos de caucho como se ilustra en la Figura 7.-.

La Figura 8 muestra un diagrama esquemático del 

sistema. El sistema consistía en un electrodo microbiano 

(10), una camisa (19), una cubeta de flujo (11) (diámetro:

3 cm, altura: 2,7 cm, volumen: 19 mi, volumen del líquido:

3 mi), un agitador magnótico (1000 r.p.m.) (20). Como una 

bomba (21), se empleó una bomba peristáltica (Modelo I, 
Technicon), y como tomador de muestra automático (14') y 

registrador de corriente (18), se emplearon respectivamen 

te el modelo SC-160 FA (Toyo Kagaku Sangyo Co.) y Modelo 

ERB-6-10 o Modelo IER-12A (Yokogawa Electric Works Co.).

La temperatura de la cubeta de flujo (11) se man­
tuvo a 30 j- 0,1SC por paso de agua caliente (22) y (23) 
ja travós de la camisa (19). Se ajustó el agua corriente 

tamponada (15) hasta pH 3 con HgSO^ 0,1N y se saturó con 
aire (13). A continuación se transfirió a la cubeta de 
flujo (11) a una velocidad de 1 ,4 ml/minuto junto con 200
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ml/ninuto de aire (13). Cuando la corriente de salida del 

electrodo microbiano alcanzó un valor constante, se inyec­

tó una muestra en el sistema a una velocidad de 0 ,8 ml/mi- 

nuto durante intervalos de 3 , 10 o 15 minutos.

La Figura 9 muestra curvas de calibración del 

electrodo microbiano, en la que el eje de abscisas repco- 

senta la concentración del ácido acético (mg/l) y el, eje 

de ordenadas representa la disminución de la corriente!

(uA). Se observó una relación lineal entre la disminución 

de la corriente y la concentración del ácido acético por 

debajo de 72 mg/l por el método de impulsos. La concentra­

ción mínima para la determinación era 5 mg de ácido acético 

por litro. La reproduotibilidad de la diferencia de corrien­

te se examinó empleando la misma muestra. La diferencia de 

corriente era reproducible dentro de 4 6% del error rela­

tivo cuando se empleó la muestra que contenía 54 mg/l de 

ácido acético. La desviación típica era 1 ,6 mg/l en 20 ex­

perimentos.

Se examinó la selectividad del electrodo micro- 

biano para el ácido aoético. La Tabla 3 muestra la selec­

tividad del electrodo. El perceptor no respondió a los 

compuestos volátiles tales como ácido fórmico y alcohol me 

tilico y a los nutrientes no volátiles para microorganismos 

tales como glucosa e iones. Cuando el electrodo microbiano 

se cubrió con una membrana permeable a los gases, solament 

pudieron penetrar los compuestos volátiles a través de la 

membrana. La respuesta al compuesto orgánico depende de la 

facilidad de asimilación de los microorganismos inmoviliza 

dos. La levadura que utiliza ácido acético, Trlchosporon 

brasicae, no utilizó ácido fórmico ni alcohol metílico,



sino que utilizó ácido propiónico, ácido n-butírico y al- 

oohol etílico. Por consiguiente, la existencia de dichos 

compuestos impide la determinación de ácido acático. Sin 

embargo,* esos compuestos no están generalmente en una can­

tidad tan grande en los caldos de fermentación como para 

poder afectar a la determinación.

Tabla 3 . Respuesta del perceptor del electrodo microbiano 
a diversos compuestos:

Compuestos . Concentración *
Disminución de la 
corriente (micro

Acido acático " 100 mg/l ' 0,18

Acido fórmico 100 mg/l 0

Acido propiónico 100 mg/l 0,17
Acido n-butírico 100 mg/l 0,21

Acido láctico 100 mg/l 0

Acido succínico 100 mg/l 0
Acido tartárico 100 mg/l 0
Alcohol metílico 40 mg/l 0

Alcohol etílico 40 mg/l 0,21
Glucosa 10 g/l 0
KH2PO4 50 g/l 0

3E
Concentración original (diluida 2,8 veces en la cubeta de 
flujo)

KK
Intervalo del tiempo de inyección: 15 minutos.

El electrodo microbiano para el ácido acótico 

ee aplicó a un caldo de fermentación de ácido glutámico.

Se diluyó el caldo de fermentación del ácido glutámico (se 

empleó ácido acótico como fuente de carbono) (el grado de 

diluoión de la mezcla era 170 veces) y se inyectó en el
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sistema de medida automáticamente (el tiempo de intervalo 

de inyección era 10 minutos). Se determinó la concentración 

de ácido acótico por el electrodo microbiano y por croma­

tografía gaseosa. Como se muestra en la Figura 10 en la qt).e 

el eje de abscisas muestra el resultado por el electrodo 

microbiano (g/dl) y en ordenadas se muestra por croisatPr 

grafía de gases (g/dl), se obtuvo un resultado consistente 

satisfactorio entre ellos. El coeficiente de correlación 

era 1,04 en.26 experimentos. Las cálulas enteras en el- 

caldo no afectaron a la determinación electroquímica, del 

ácido acótico. Se examinó la capacidad de usar de nuevo 

el electrodo microbiano para el ácido acótico. Se emplea­

ron soluciones de ácido acótico (desde 18 mg/l hasta 72 

mg/1) para ensayos de estabilidad a largo plazo del elec­

trodo. La salida de la corriente del electrodo era casi 

constante durante más de 3 semanas y 1500 ensayos. Por con­

siguiente, las levaduras en él electrodo estaban vivas du­

rante largó tiempo. El electrodo microbiano puede emplear­

se durante largo tiempo para el ensayo de ácido acótico.

En conclusión, el perceptor del electrodo microbiano pare- 

oe bastante prometedor y muy atractivo para la determina­

ción de ácido acótico en un caldo de fermentación.

EJEMPLO 3

Se hizo desarrollar Escherichia coli ATCC 8739 

a 30SC con agitación en un medio que contenía los componen 

tes mostrados en la Tabla 4.

Despuós de 20 horas, se centrifugaron 50 mi del 

caldo del cultivo para recoger las células. Las cálulas 

húmedas se lavaron bien con 50 mi de KC1 0 ,1M y se liofili 

zaron dando 0 ,6 g de células liofilizadas.
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1 - Tabla 4. Composición del medio (pH 7,0)

C omponente Contenido

¡ Glucosa 1,0 g/dl j

5 Casamino-ácidos 1,0 g/dl
i KHgPO^ 0,5 g/dl j
!! Acido glutámico (sal de Na) 0,2 g/dl )

i Extracto de levadura 0,2 g/dl

¡
Antiespumante (silicona de Toshiba) 0,1 ml/dl

10
Se pusieron en suspensión las células liofiliz^-
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'das (1) (5 mg) en una pequeSa cantidad de agua para obtener 

una pasta de células, que se extendió sobre una red de ny 

Ion (1') (diámetro: 10 mm). Se fijó a una membrana de sili 

cona (3) de un electrodo sensible al dióxido de carbono 

gaseoso (4') (Modelo E 5037, Radiometer Co., Dinamarca) 

con una membrana de celofán (2) como se ilustra en la Fi­
gura 11, en- la que (7) representa una solución de electro­

lito. Mezclas de NaHCOy-NaCl.

El electrodo de dióxido de carbono microbiano 

(10) se insertó en una cubeta de flujo (11) (volumen: 0,5 

mi) a través de un envase de caucho (12) (12') y se montó 

un sistema de medida como se muestra en la Figura 12. En 

la Figura se muestran las partes siguientes:

(13') Entrada de Ng gaseoso 

(14) Entrada de la muestra

' (15) Entrada de la solución tampón do vehículo

(18) Registrador

(18') Medidor del voltaje de salida.

Como un fluido vehículo, se alimentó una solución



Moja núm . 28

10

15

20

25

tampón de piridina-ácido clorhídrico 0 ,1 M, pH 4 ,4 (que 

contenía 0,5 g/dl de NaOl y 0,5 g/dl de KHgPO^.) desde (15 

a un caudal de 5 ml/minuto y tambión se insufló Ng gaseos¿ 

en la cubeta de flujo desde (13') a un caudal de 1 1/minu 

y a continuación se registró el voltaje de salida con un 

registro (18) (¡Línea base). Durante la medida, la tempe­

ratura dentro de la cubeta de flujo se mantuvo a 30BC.'*De 

puós de 1 hora, se inyectaron sucesivamente una solución 

de ácido glutámico acuoso de 465 ppm y sus diluciones des 

de (14) a un caudal de 1 ml/ninuto con una anchura Je im­

pulsos de 3 minutos. Las muestras se diluyeron con la solá. 

ción tampón y se hicieron flujr en la cubeta de flujo, con 

lo que el electrodo microbiano comenzó a responder al cab^ 

de unos cuantos segundos. La respuesta alcanzó un nivel 

de saturación despuós de 3 minutos y se obtuvieron en el 
registrador los picos que se ilustran en la Figura 13. En 

la Figura 13, el eje de ordenadas y el de abscisas repre­

senta el voltaje de salida (mV) y el tiempo (horas), res­

pectivamente. Había una relación mostrada en la Figura 14 

entre la altura del pico (ordenada) en la Figura 14 y el 
logaritmo comdn de la concentración del ácido glutámico 

(log C, en abscisas) en la cubeta de flujo. La curva de 

respuesta lineal obtenida tenía una pendiente de 60 mV/pC 
que estaba de acuerdo con un coeficiente del tórmino de 

Nernst en la ecuación (II) (valor teórico: 60,16 mV).
, Se cultivó Brevibacterium lactofermentum ATCC

13896 con aireación y agitación a 30se en un medio que 

contenía los componentes mostrados en la Tabla 5.

ü-
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Tabla 5* Composición del medio

Componente Contenido

Glucosa 6,0 g/dl

KHgPO^. 0 ,2 g/ai

MgS0^.7Hg0 0 ,0 8 g/dl

FeSO^.THgO 0,002 g/dl

Extracto de soja 0,1 ml/dl i
Biotina 5 mcg/1

Vitamina B. sal de Na 1 200 mcg/l

Antiespumante (silicona de 
Toshiba) 0,01 ml/dl

El caldo de cultivo resultante se diluyó 100 ve­

ces, siendo la muestra A. A la muestra se añadieron varias 

cantidades de ácido L-glutámico de calidad reactivo, sien­
do las muestras B, C y D, respectivamente. La concentra­

ción del ácido L-glutámico de la muestra se calculó de 

acuerdo con la ecuación (II) a partir de la altura del pi­

co obtenido por el sistema mostrado en la Figura 12. Los 

resultados se dan en la Tabla 6. Todos los valores obteni­
dos por el mótodo de acuerdo con el presente invento coin­

cidieron con los obtenidos por el mótodo enzimático con­

vencional (mótodo del autoanalizador).
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Tabla 6. Ensayo del ácido L-glutámico en el caldo cul­
tivado .

Muestra Concentración del ácido L-glutámico (g/dl)

Mótodo de acuerdo Mótodo del autoanalizador
con el presente
invento (Mátodo convencional)

A 1,74 1,70

B 2,70 2,68

C 4,16 4,18

D 6,10 6,18

EJEMPLO 4

Las cólulas htimedas de E. coli obtenida en el 

EJEMPLO 3 se lavaron dos veces c o n K C 1 0 , l M y s e  pusieron 

en suspensión en 5 mi de agua. A la suspensión se añadió 

gota a gota 50 mi de acetona a temperatura ambiente. La 

mezcla se agitó de 5 a 10 minutos y se centrifugó bajo en­

friamiento. La torta de la cólula se lavó dos veces con 

acetona, una vez con óter y se secó en un desecador a va­

cio obteniándose 0,6 g de cólulas tratadas con acetona- 

-óter.
Dichas cólulas tratadas con acetona-óter (1-2 m^) 

se pusieron en suspensión en una cantidad pequeña de agua 

hasta que se formó una pasta, que se extendió sobre una 

malla de nylon (diámetro: 10 mm). La malla se fijó sobre 

una membrana de silicona (3) de un electrodo sensible al 

dióxido de carbono gaseoso disuelto (modelo E 5036, Radio- 

meter Co., Dinamarca) con una membrana de celofán (2) pare 

obtener un electrodo microbiano (10) como se ilustra en 

la Figura 11.
La concentración del ácido L-glutámico se ensayó
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- con el electrodo microbiano por el mismo mótodo que se ha 

descrito en el Ejemplo 3^ Los resultados eran los mismos 

que se muestran en la Tabla 6. El valor de cada muestra 

estaba de acuerdo con el obtenido por el mótodo del auto- 

analizador convencional en el que se empleo la enzima de 

la calabaza.

EJEMPLO 5 '

Se hizo desarrollar Rhodotorula glutinis IFO 

0413 en un matraz con agitación a 30^0 durante 48 horas ei 

un medio que contenía los componentes que se muestran en 

la Tabla 7.
Tabla 7. Composición del medio (pH 6,3).

Componentes Contenido (g/dl)

Glucosa 1,0

Peptona 0,3
Extracto de malta 0,3
Extracto de levadura 0,3
L-glutamato de sodio 0,2

Las cólulas hiimedas recogidas centrifugando 50 

mi del caldo cultivado se lavaron dos veces con KCl con 

0,1 M y se pusieron en suspensión en 50 mi de una solución 

acuosa que contenía 20 mg de bromuro de cetiltrimetilamonio. 

La suspensión se agitó durante 5 a 10 minutos y a continua­
ción se trató con acetona y Óter obtenióndose 0,6 g de có­

lulas secas.

Se montó un electrodo microbiano con la prepara­

ción de cólulas secas. Se midieron las concentraciones del 

ácido L-glutámico en las muestras del caldo de fermentación30

16049
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del ácido L-glutámico como se ha descrito en el EJEMPLO 3 

Los valores analíticos resultantes estaban en buena con­
cordancia con los obtenidos de acuerdo con el mótodo del 

autoanalizador convencional en el que se empleó la enzima 

de la calabaza. En este caso, no se detectó actividad de 

la enzima en las cólulas sin el tratamiento con tensioac- 

tivo, con lo que fue imposible el ensayo del ácido L-glu- 

támico.

EJEMPLO 6

Se cultivó E. coli ATCC 23226 en un matraz de 

fondo redondo con agitación a 30sc en un medio mostrado 

en la Tabla 8. Despuós de un cultivo de 20 horas, se cen­

trifugaron 50 mi del caldo cultivado para recoger las có- 

lulas, que se lavaron bien con 50 mi de KOI 0,1 M y se 

liofilizaron dando 0 ,6 g de cólulas liofilizadas.

Tabla 8. Composición del medio (pH 6,5)

20
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Componente Contenido (g/dl).

Glucosa 1,0

Polipeptona 1,0

KHgPO^ 0,5

Extracto de levadura 0,2

L—lisina.ECL 0,2

Antlespumante (silicona de Toshiba) 0,1 ml/1

Las cólulas liofilizadas (1-2 mg) se pusieron 

en suspensión en una pequeña cantidad de .agua para formar 

una pasta (1), que se extendió sobre una malla de nylon 
(1') (diámetro: 10 mm). La malla se fijó sobre una membrana 
de silicona (3) de un electrodo sensible al dióxido de car-
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bono disuelto (Modelo E 5036, Radiometer Co., Dinamarca) 

con una membrana de celofán (2) como se muestra en la Figu­

ra 11*

Se insertó el electrodo micróbiano (10) en una 

pila de flujo (volumen: 0 ,5 mi) por relleno de caucho 

(12, 12'') y se montó un sistema de medida como se muestra 

en la Figura 12.

Como fluido vehículo, se alimentó una solución 

tampón de piridina-ácido clorhídrico 0 ,1  M, pH 5,00 (que 

contenía 0,5 g/dl de NaCl, 0,5 g/dl de EHgPO^ y 0,1 g/l 

de piridoxal-5 '-fosfato) desde (15) a un caudal de 4 mi/ 

minutos y se insufló tambión Ng gaseoso desde (13') en la 

cubeta de flujo (11) a un caudal de 0,2 l/minuto en la Fi- 

gura 12. El electrodo (10) se conectó con un medidor de 

pH (18') y con un registrador (18) con el fin de medir la 

fuerza electromotriz. Durante la medida, la'temperatura ei, 

la cubeta de flujo se mantuvo a 30SC. Se inyectó sucesiva 

mente una solución acuosa de 5 g/l de L-lisina y su mues­

tra diluida desde la entrada de la muestra (14) a un cau­

dal de 1 ml/minuto durante 3 minutos.

La muestra se diluyó con la solución tampón y se 

hizo fluir en la cubeta de flujo (11). Al mismo tiempo co 

menzó a responder el electrodo microbiano (10). La respuee 

ta alcanzó un nivel saturado despuós de 3 minutos y se re­

gistraron picos similares a los que se muestran en la Figu 

ra 13/ oh la que el eje de ordenadas y abscisas represen 

tan la fuerza electromotriz (mV) del electrodo y el tiempo 
respectivamente. Hubo una relación similar a la mostrada 

en la Figura 4 entre la altura del pico en la Figura 13 y 

la concentración de L-lisina en la cubeta de flujo (11).
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curva de respuesta lineal obtenida tenía una pendiente 

de 56 MV/pC^g que estaba casi de acuerdo con un coeficien­

te del tórmino de Nernst en la ecuación (II) (valor teóri­

co: 60,16 mV, (30sc).

Se cultivó Brevibacterium lactofármentum ATCC 

13869 a'302c con aireación y agitación en un medio mostra 

do en la Tabla 9. Durante el cultivo se añadió una solu­

ción de 40 g/dl de urea manteniendo el pH del caldo a 6,5- 

- 8, 0.

Tabla 9. Composición del medio (pH 7,0).

Componente Contenido

Glucosa 10 ,0 g/dl

EHgPOi 0 ,1  g/dl
MgSO^.YHgO 0 ,1 g/dl

Tiamina-HCl 10 mg/dl
RSoja hidrozilizada (Mieki ) 1 ml/dl

El caldo cultivado se diluyó 20 veces, siendo

la muestra A. Se añadieron diversas cantidades de L-lisina 

de calidad reactivo a dicha muestra A, siendo las muestras 

B, C y D.

Las alturas de los picos se leyeron con estas 

muestras de acuerdo con el sistema mostrado en la Figura 12 

y se determinaron sus concentraciones de L-lisina empleando 

la curva de calibración que se trazó midiendo la altura del 

pico de la solución patrón de acuerdo con el mismo siste­

ma.
Los resultados, se dan en la Tabla 10. Cada valor 

de la muestra estaba en buen acuerdo con el que se obtuvo
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- por el mótodo manomótrico de Warburg convencional en el 

que se empleó la enzima de Bacterium cadaberis. ?

Tabla 10. Ensayo de L-lisina en el caldo cultivado.
i-'

Muestra Concentración de L-lisina (g/dl)

Mótodo por el presente 
invento

Mótodo manomótrico de 
Warburg. - - ¡ 
(Mótodo convencícnal)

A 1,32 1,32

B 3,44 3,40

C 5,86 5,89

D 6,50 6,45
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EJEMPLO 7
Se cultivó Lactobacillus casei ATCC 7469 (Ensa­

yo Ns 1) con agitación en un medio que contenía 10% de le­

che desmatada, 0,5% de clorhidrato de L-lisina y 100 mcg/]. 

de piridoxal. Se cultivaron Streptococcus faecalis ATCC 

12984 (ensayo Ns 2), Pseudomonas saccharophia ATCC 15946 
(Ensayo NS 3), Baolllus subtilis ATCC 15037 (Ensayo Nc 4) 

y Myxocoocus vireaoens ATCC 25203 (Ensayo No 5) oon agita­
ción en un medio que contenía 1% de extracto de carne, 1% 

de polipeptona, 0,5% de NaCl, 0,5% de clorhidrato de L-li- 
sina y 100 mcg/l de piridoxal. Tambión se cultivó Aspergí- 

llus niger ATCC 6278 (Ensayo Ns 6) con agitación en un ex­

tracto de Kogi complementado con 2% de glucosa, 0 ,1% de 

EHgPO^ y carbonato de calcio. Despuós de una incubación 

de 24 horas, se centrifugaron 50 mi de cada caldo de cul­

tivo para recoger las cólulas. Se lavaron las cólulas hú­

medas dos veces con KC1 0,1 M y se pusieron en suspensión 

en 5 mi de agua. A. la suspensión se añadió 5 mi de acetona
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- gota a gota a temperatura ambiente y se obtuvieron 0,5-0,í 
gramos cada una de cálulas tratadas con acetona-áter de 

acuerdo con el mátodo que se ha descrito en el EJEMPLO 4 . 

(Aproximadamente se detectaron 10 cálulas/g de cálulas j 

vivas en la preparación de cálulas tratadas por cultivo 

sobre un agar nutriente). Se montaron electrodos micRQbía- 

nos con estas preparaciones de cálulas activas de la misma 

forma que se ha descrito en el EJEMPLO 4 y se determinaron 

las concentraciones de L-lisina de las muestras del caldo 

de fermentación de L-lisina siguiente. Los valores resul­

tantes coincidían bien con los contenidos de acuerdo con 

el mátodo de nlnhidrina acida convencional como se muestre 

en la Tabla 11.

Tabla 11. Ensayo de L-lisina en los caldos de fermentación 
de L-lisina.

Mhestra Concentración de L-lisina (g/dl)

Mátodo por el presente invento Mátodo con nihhi-
drina acida con­
vencional

1 2 3 4 5 -6

A 2,54 2,49 2,53 2,55 2,49 2,50 2,54
B 3,60 3,59 3,64 3,63 3,64 3,65 3,62

C 4,20 4 ,21 4,24 4,24 4,25 4,21 4,25

EJEMPLO 8

Se cultivó Streptococcus faecalis (ATOO 12984 a 

37SC durante 15 horas en un medio que contenía 3% de caseí­

na hidrolizada por tripsina, 1% de glucosa y 0,1% de auto- 

Hzado de levadura. Se trataron las cálulas recogidas de 

la misma forma que se ha descrito en el EJEMPLO 4? dando
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0 ,5 g de una preparación de células tratadas con acetona- 
-éter, con lo que se construyó un electrodo microbiano. Se 

añadieron varias cantidades de L-fenilalanina a los caldos 

de fermentación del ácido L-glutámico, siendo la muestra 

A, B y C, respectivamente. La concentración de L-fenilala- 

nina en cada muestra ensayada con el electrodo se comparó 

con el valor obtenido por el método de cromatografía de 

líquidos. El valor de cada muestra obtenida por ambos mé­

todos estaba muy de acuerdo respectivamente como se mues­

tra en la Tabla 12. La preparación de células tratadas co; 

acetona-éter mantenían su actividad durante 6 meses, aunqoje 

la actividad de la preparación de las células sin el trat 

miento se mantuvo solamente durante un mes en un refrigera 

dor.

Tabla 12. Ensayo de L-fenilalanina en un caldo de fermen­
tación de ácido L-glutámico.

1

Muestra Concentración de L-fenilalanina (g/dl)

Método por el presente 
invento

Método por cromatogra­
fía de líquidos.

A 0 ,82 0,83
B 1,88 1,92

C 2,95 3,00

EJEMPLO 9

Se oultlvó E. o o U  ATOO 10787 de la misma forma 

que se ha descrito en el EJEMPLO 8. Las células recogidas 

'se trataron del mismo modo que se ha descrito en el EJEM­

PLO 4, obteniendo 0,3 g de una preparación de oélulas tra 

tadas con acetona-éter. Se construyó un electrodo microbia 

no con la preparación de células tratadas. Se añadieron
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- varias cantidades de L-arginina a los caldos de fermenta­

ción del ácido L-glutámico, siendo las muestras A, B y C, 

respectivamente. La concentración de L-arginina en cada 

muestra se ensayó por el mátodo del oleotrodo de acuerd<j 

oon el prosonto invento, que ae oomparó con el valor obte­

nido por el mótodo de cromatografía en líquidos. El valor 

obtenido por ambos mótodos estaba muy de acuerdo respeplii- 

vamente como se muestra en la Tabla 13. .1.

Tabla 13. Ensayo de la L-arginina en el caldo de fermenta­
ción del ácido L-glutámico.

Muestra Concentración de L-arginina (g/dl).

Mótodo por el presente Mótodo por cromatografía 
invento de líquidos

A 1,25 1,15
B 6,37 6,44
0 10,56 10,85
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BREVE EXPLICACION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es una vista en corte simplificada 

del electrodo microbiano indicado en el EJEMPLO 1 equipada 
con un electrodo sensible al oxígeno convencional, que es 

adecuado para determinar fuentes de carbono no volátiles.

La Figura 2 es un diagrama esquemático de un 

sistema de determinación que emplea el electrodo microbia­

no de la Figura 1.

La Figura 3 es una gráfica que indica la rela­

ción entre el lapso de tiempo y la concentración del oxí­

geno disuelto (indicación relativa) cuando se inyecta 

1,12% (p/v) do solución acuosa de glucosa en la pila de 

flujo a un caudal de 0 ,1 ml/minuto cambiando consecutiva-
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- mente las anchuras de impulsos.
La Figura 4 es una gráfica que indica la rela­

ción entre la concentración de diversas fuentes de carbón) 

(1. Glucosa, 2. Fructosa, 3* Sacarosa, 4. Acido L-glutá- 

mico, 5. Lactosa, 6. Trehalosa), y la concentración del 
oxigeno di suelto (indicación relativa) cuando se inyectan 

varias concentraciones de diversas fuentes de carbono en 

la cubeta.de flujo a una anchura de impulsos de 30 segun­

dos, en un intervalo de 5 minutos.

La Figura 5 es una gráfica que muestra la con- 

formidad del resultado de la determinación (circulo blanco) 

de la concentración de una solución acuosa de melazas de 

caSa de azúcar por el mótodo de este invento con la -linea 

teórica (linea A) que se prepara y se basa en la linea pa­

trón de la Figura 4.
La Figura 6 es una gráfica que indica la esta­

bilidad del electrodo microbiano de la Figura 1 cuando se 

inyecta 0 ,75% (p/v) de una solución acuosa de glucosa en 
el sistema de la Figura 2 a una anchura de impulsos de 30 

segundos (30SC) en un intervalo de 30 minutos (indicándo­
se en el eje de abscisas, horas).

La Figura 7 es una vista en corte simplificada 

de una modificación del electrodo miorobiano equipado con 

un electrodo sensible al oxígeno convencional indicado en 

el Ejemplo 2 que es adecuado para determinación de fuentes 

de carbono volátiles.

La Figura 8 es un diagrama esquemático de un sis 

tema de determinación que emplea el electrodo microbiano 

de la Figura 7.

La Figura 9 es una gráfica que muestra la reía
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ción de la concentración del ácido acótico (mg/l) y la 

disminución de la corriente (uA) indicada en el Ejemplo 2

La Figura 10 es una gráfica que muestra la con­

formidad de los resultados del presente mótodo (el eje j 
dá abscisas) con el de la cromatografía gaseosa (eje de 

ordenada) cuando se determina una muestra de solución acp) 

sa de ácido aoático.

La Figura 11 es una vista en corte simplificada 

de una modificación del electrodo microbiano equipado con 

un electrodo sensible al dióxido de carbono gaseoso con­

vencional indicado en el Ejemplo 3) que es adecuado para 

la determinación de L-aminoácido.

La Figura 12 es un diagrama esquemático de un 

sistema de determinación que emplea el electrodo microbia}- 

no de la Figura 11.

La Figura 13 es una gráfica que indica la rela­

ción entre la fuerza electromotriz (en mV) y la concentra 

ción de solución acuosa de ácido L-glutámico cuando se 

inyectan consecutivamente varias concentraciones del áci­

do al caudal de 1 ml/minuto con una anchura de impulsos 

de 3 minutos en la cubeta de flujo de la Figura 12.

La Figura 14 es una gráfica que muestra la con­

formidad de los resultados de la determinación de la Figu­

ra 13 con la línea teórica calculada por la ecuación de 

Nernst.

{ 16049
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Los puntos de invención propia y nueva que se pre­

sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de 

Invención en España, por VEINTE años, son los que se recogen 

en las reivindicaciones siguientes:

l a . -  En método para determinar la concentración de 

una fuente de carbono y* un L-aminoácido en un medio de cul­

tivo o solución de caldo cultivado, que comprende las ope­

raciones dé: (a) poner en contacto dicha solución aeróbica- 

mente, en el caso de una fuente de carbono o anaeróbicamén- 
te en el caso de una L-aminoácido, con un electrodo micro­

biano que consiste en células microbianas fijadas o micro­

organismos inmovilizados y un electrodo sensible al oxíge­
no en el caso de una fuente de carbono o un electrodo sensi. 

ble al dióxido do carbono gaseoso en el caso de un L-amino- 

ácido, siendo capaces dichas células microbianas o microor­

ganismos inmovilizados de metabolizar aeróbicamente dicha 
fuente de carbono y consumir con ello el oxigeno de dicha 
solución; o capaces de descarboxilar anaeróbicamente a di­

cho L-aminoácido y liberar por tanto dióxido de carbono en 

dicha solución; (b) medir electroquímicamente la velocidad 

de disminución de la corriente o la disminución de la co­

rriente en estado estacionario debido al consumo de oxi­

geno por dichas células microbianas o microorganismos, que 
corresponden a la concentración de dicha fuente de carbono, 

o medir la fuerza electromotriz generada por la liberación
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del dióxido de carbono debido a la descarboxilación por di­

chas células microbianas o microorganismos, que responden a 

la concentración de dicho L-amino ácido; y (c) determinar o 

registrar con ello la concentración de dicha fuente de car­
bono o dicho aminoácido en dicha solución.

28.- Uh método según la reivindicación 18, en el 

que, cuando dicha fuente de carbono os volátil o no volátil, 

dicho microorganismo se fija a la superficie del diafragme, 

de dicho electrodo sensible al oxigeno y se cubre.con una 

membrana dispuesta sobre él.
38.- Un método según la reivindicación 18, en el 

que, cuando dicha fuente de carbono es no volátil, dicha 

membrana se'selecciona entre el grupo consistente en mem­

branas de celofán, de acetil-celulosa y semipermeables, fil­
tro de Mllipore y red de nylon con poros capaces de atrapar 

a dichos microorganismos.
48.- Un método según la reivindicación 38, en el 

que dicha fuente de carbono no volátil es un azúcar.

58.- Un método según la reivindicación 38, en el 

que, cuando dicha fuente de carbono es volátil, dicha mem­

brana es permeable a los gases y se selecciona entre el 

grupo consistente en membranas de Teflon poroso, silicona, 
polibútadieno y polietileno.

68.- Un método según la reivindicación 18, en el 

que, cuando se determina la fuente de carbono, la medición 

de dicho consumo de oxigeno se efectúa determinando la ve­

locidad de disminución de la corriente en dicho electrodo 

sensible al oxigeno.
7a.- Un método según la reivindicación 18, en el 

que, cuando se determina la fuente de carbono, la medición

42
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de dicho consumo de oxígeno se efectúa determinando la dis- 

-minución de la corriente en estado estacionario de dicho 

electrodo sensible al oxígeno.

83.- Un método según la reivindicación 13, en el 

que, cuando se determina un L-aminoácido, dicho microorga­

nismo se une directamente, o después de ser fijado eñ una má 

tris sólida, a la superficie del diafragma de dicho electro 
do sensible al dióxido de carbono gaseoso y se cubre con. 

una membrana dispuesta sobre él.

9-.- Un método según la reivindicación 8§, en el 

que dicho microorganismo es una célula microbiana.

103.- Un método según la reivindicación 83, en el 

que dicha membrana es una membrana*de diálisis selecciona­
da entre el grupo, consistente en membranas de celofán, da 

acetil-celulosa y semipermeables, filtros de Milipore y re­
des de nylon con microporos capaces de atrapar a dicho mi­

croorganismo.
113.- Un método según la reivindicación 13, en el 

que dicho L-aminoácido es un ácido L-glutámico.

123.- Un método para determinar la concentración 

de una fuente de carbono y un L-aminoácido en un medio de 
cultivo.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que antece, 

de y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de CUARENTA Y TRES hojas'escri­
tas a máquina por una sola cara.

Madrid, 14.B'ú.1979
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