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_EXPIICACTON DETALLADA DEL INVENTO

~ de fermentacién, puesto que el tiempo de conclu316n de la

o)n ndm, 1

Este invento ge refiere a un_método pera le de-
termingeidén répida, sencilla y cuantitative de una fuente
de carbono y un producto de fermentacisn en un medio de
cultivo por medio de un electrodo microbiano. .

En una ramlflca016n de fermentaclén 1ndustriaT
tal como la fermentacidén de L-aminodcidos y la fermentacld
de SCP se.aplica ampliamente para obtener une producemén
ereclonte un método 5@ elimentacidn por el que se alimen~
ta continuamente una fuente de carbono en el medio de d&lu

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

en el medio se controla dentro de una concentracién dcseas|

da durante la fermentacidn. ]

Con el fin de controlar exactamente la concen-
tradidn de una fuente de CarBono, es necesario uns medida
en linea (en el curso de la produccidn) de una fuente de
carbono en un medio de cultivo, pof cdnsiguiente, se re~
quiere un método paras determinacidn raplda, sen01lla ¥
cvantitativa de una fuente de carbono. '

De modo similer, un método que sea répido, sen-
cillo y cuantitativo para la determinacién de un producto
de fermentacién, tal como el écido I~zlutdmico en el.medio

de cultivo es también muy eficaz para controlsr el proceso

férmentacidn puede decidirse facllmente.

De acuerdo con un método enzim§tico convencional
que emples una enzima, tal como invertasa y glucosa-oxide-
sa junto con un material colorante o un métodb'de electro~
do con enzimas que comprende un electrodo y engzima inmovie=

lizada, pueden determinarse las fuentes de carbono no vold

T
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- tiles tales como glucosa y sacarosa. Sin embargo, estos mé

S

tioJn ntm, 2

todos convencionales no estdn adaptados para empleo en la
determinacidn de fuentes de carbono no voldtiles en un me-
dio dé cultivo, tal como un medio de cultivo que contiene
especialmente melazas de cafia de azdicar o remolacha como
una fuente de carbono, que contienen un gran nimero de'otros
compueétos organicos. Por consiguiente, en la précticé; 59|
emplea todavia un método convencional para determinar:el
poder reductor de un sacérido. Sin embargo, este métddo'dg
min no es satisfactorio para el propésito de las mediéaé
eh el'curso de le produccidn puesto que este métqdo comén
estd my efectado por las impurezes reductoras que ebexis~'
ton generalmente en un medio de cultivo durante la fermend
tecidn. Por otre parte, se requieren etapas de hidrdélisis
complicadas de la fuente de carbono, si la fuente de car-
bono empleade no.es un nonosacédrido. ' |

_ Por consiguiente; bor empleo de una cromgtogra-~
fia gaseosé comin o un perceptor semiconductor, pueden de-
terminarse fuentes de carbono voldtiles tales como metanol,

etanol y dcido acético pero estos m&todos son tembidn in-

-

satisfactorios para la medids en el curso de la prodqccién
puesto que una gran cantided de impurezas orgénicas no vo-
14tiles contenidas en un medio de cultivo dafian la columng
del aparato de'crométografia de gases haciendo imposible
la determinacién a largo plazo. Ademds, es demasiado ines-
table 'para el perceptor gemiconductor que hs de aplicarse
para 1é medida en el curso de la produccidn,

Por otro lado, de acuerdo con el método de Werw
burg convencional o el método del autoanalizador que detex=

mina la cantidad de didxido de carbono gaseoso manométric?
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| o colorimétricamente, producido por la reaccién (I) cabe~

Hojn niun, 3

lizada por una L-amino-gecido-descarboxilasa tal como de
dcido I-glutdmico- o I-lisina-descarboxilasa, derivada de

.
i

la calabaza, Esherichig coli, Bacterium cadaveris, puedﬂ

determinarse el producto de fermentacién tal como el I-gmil-

‘nodcido. - Voo

(I) Ie-gmino~geido =mmme==-d amina-correspondiente +-C0

I—amino-dcido
descarboxilassa

-

Estos métodos comunes son de exactitud excéishte

pero no econdémicos puesto que ha de emplearse una enzima

'cara en tandas y no puede emplearse continuamente, y se re
quiere un aparato de determinacién muy cdro para el étodo
del antosnalizador. Ademds, en todos los casos es nepeéa—
rio un procedimiento de filtfaciﬁn complicado para éeparar
laé células microbiasnas del medio de(cuitivo antes de-la
determinaciGn. . |

ﬁe acuerdo con el presente invento, se propor-
ciona un método para una determinacién rdpida, sencilla y

cuantitative de una fuente de carbono y un productb de fer

1

mentacién en un medio de cultivo por medlo de un electrodo
nicrobieno.

(1) Método y aparato paré determiner la fuernte de carbono

El método pars determinar una fuente de carbono

de acuerdo con el presente invento comprende medir la vee

*

locidad de disminucidn de la corriente por un electrodo mi
erobiano que comprende un electrodo sensible al ox{geno y

una membrana para retener leg células de microorganismos

en un 1lfquido acuoso, La disminucidn se origina por el con

sumo de oxigeno disuelto en el liquido por microorganismos|




P- :. - tlojn neim. 4-

1 __fijadbs durante ls asimilacién de la fuente 3o carbono en
el 1fquido, y calcular lavgonceptracién de la fuente de cab
bone de la velocidad de dismimucidn de corriente, emplean-
do la relacidén entre la concentracién de 1la fuente de car
5 bono y la velocidad de la disminucidn de corriente.

En este método, los microorganismos fijados es-
tdn en contabto indirecta o préximamente con la membréna
de diafragma de un electrodo sensiblé al oxigeno. Tos mi-
croorganismos f£ijados y el electrodo sensible al oxigeho
10 forman juntos un electrodo microbiano. | »>

. Los microorganismos fijados empleados de acuerdo
con el presente invento son aguellos que estdn inmofiliza-'
dos-por atrapamiento de las células microbianas intacfas

entre una membrans de diafragma o el electrode y una mem-

15 brene de didlisis o una pelicula sdélide similar, o una mem
brana percieable s los gases; 0 pueden 9star'dispersados en
ung metriz sélida continua dé un material que tiene las
mismas propiedades tales como coldgeno y otros polimeros
naturales o en ciertos geles de resinas sintdéticas conoci~

20 das por si mismag, )
Una membrane de didlisis o cuerpos sélidos simi-

lares empleados de acuerdo con el présente invento son pre
feriblemente aquellos que son permeables g 02 y compuestos

orgdnicos en el 1fquido pero impermesbles a las células

25 microbianas atrapadas. Por ejemplo, son preferibles membra
nas de- Gidlisis convencionales tales como belofén, membra~
"ha dé acetilcelulosa; y membrana semipermeable como filtro
de Milipore (Marce Reglstrada de Milipore ILtd. Co.) y red
de nylon. Sin embargo, cuando se emples una fuente de car~
30 bono voldtil, debe emplearse uns membrans permeable a los

16049
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-gases tal como Teflon poroso, "Silicone! (Marcas Reglstra-

'da de Shinetsu-Kagsku Co., Inc.), membrana de polibutadie

-~ en el medio de cultive durante la fermentacidn del deido

’ L—glutamlco.

-

. Hofa ntm. 5

no y polietileno que son permegbles solamehte 8 fuentes
de carbono volétiles y 02 £ase080 pero impermeables a

otros compuestos orgénicos.

wwwww

Tos microorganlumos empleados de acuerdo con elf

presente invento son aquellos que son capacgs‘de coééﬁﬁir
oxfgeno disuelto en un lfquido acuoso durante la asimila
cidn de una'fuente de carbono, con preferencia a otgdélma
teria;es orgénicos que pueden ser asimilados pof ldétMi—

croorganismos. Bjemplos de elloé soh bacterias.tales;éomo

Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus ¥y Breyibac

terium flavum, levadura tal como Saccharomyces cerevisae,|

Tricosporon bracicae, ¥ TorulOpsis.giptrOPGSiiy entfé’otr

micfoorganismos. _ ‘

Cuando‘se gelecciona la cepa empleable para es~
ta determinacién, eg mis preferible usar uns cepa de'un
mlcroorganlsmo que sesa dtil para fermentacidn pr0p1amente
dicha ¥ que tenga la capacidad antes mencionads.

Por ejemplo, para determinar el deido I-glutdmi

co, se emplea preferiblemente una cepa de Brevibacterium

flavum ATCC 14067 que se emplea para fermentacibén del deif
3o Le-glutdmico, pars la determinacién de fuentes de earbo

no tal como glucosa, fructosa, sacarosa o geido acébico

Los microorganismos empleados de acuerdo con el
presente invento para determinar la presencia de metanol
en un medio Ge cultivo de fermentacién de SCP con los que

son capaces de agsimilar metanol como una fuente de carbon

DS
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, 20 8 37QG durante 10 & 30 horas en un medio de cultivo

- trifugendo el caldo de cultivo, se lavan con agua y se al-

~de caucho 6 para fijar las membranas al electrodo, la s80-

los microorganismos pueden mantenerse entre las membranaj

Hojn ntm. 6

y desarrollarse rdpidamente. Por ejemplo, se emplean pre-

feriblemente Mathanomonus methenica, Pseudomonas methylo- -

iropha, Pseudomonas insuete, Achromobacter methanolophyls

y Candiaa_parapsilosis. El microorganismo se eultiva en

oondici?nes aerobias a una temperatura en el intervalo de

convencional que contiene una fuente de carbono, unatfuenu

te de nitrdgeno, un elemento nutriente secundario e iones

inorgdnicos. Ies células microbisnas se recogen luego cen

mecenan a baje temperatura.

El electrodo sensible al oxigeno empleado ds

acuerdo con el presente invento puede ser de cuslquiar ti
po convencional, ; , ,
: ﬁn 1§ descripcidén siguiente, se hard referencia
a modo de ejemplé a loz dibujos que se aqoﬁpaﬁan.
Ia Figura 1 muestra un elecirodo microbiano 10.

formado uﬁtanao células hinedas intactas de un microorge-

i

nismo sobre una membrana de diafragma 3 y cubriendo la ca
pa microbiens 1 asf formada con ung membrane de didlisie
2 tal oomo ung membrena de celofdn pers mantener los mi~
oroorganismos en su lugar. El electrodo consiste ademds

en un ocdtodo de oro 4 y un dnodo de plata 5, un anlllo

Iuoidn de electrolito 7 (EU1l), un elambre conductor 8 y

una, cubierta 9. En el electrodo mostrado en la Figura 1,

2 y 3 en un soporte sélido, tal como un trozo de papel d
f£iltro, que contiene una cantidaé definida de cédlulas mi~

crobienas intectas o pueden mantenerse en una matriz po-
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Hoja ntm, 7

una forma de microorgenismos inmovilizados. Este método
¢s preferible puesto que la cantided de células intectas
empleadas puede controlarse fécilmente 'y los electrodos

microbianos asi obtenidos tienen caracﬁeristicas uniforme

vewe

ma de determinacién continuo del invento se ilustra en la

Figura 2 o Figurs 8.

no 10, una cubeta de flujo 11, anillos de camcho 12, 121,

de suministro para la solucidn muestra con uns solucidn
_vehiculo, salida 17 pare la solucién residual, entréa¢'13

pare el asire insuflado, suministro 14 pera la muestra,’y

tes.

no.

En este sistema,.agua deét;lada o agweg tampona-

de la corriente del electrodo 10 registrada. Despuds de
que la corriente ha alcanzado un valor constante (denomi-
nado la "corriente base" o "linea base"), la solucién de

miestra (medio de cultivo o caldo cultivado) del disposi=~

tras e un caudal constaute en un intervalo constante, se

| 1fmerg tal como coldgeno y un gel de poliacril-amide como

! Un ejemplo de un disgrama esquemdtico del siste-

) RN
En la Pigura 2, se muestrs un electrodo microbig

para fijer el électrodo, ol reglstrador 18, una entré@a 14

depbsito 15 para la solucidn vehiculo que son todos eviden

En la Figura 8 se muestra otro sistema de deter-

minacién continuo que emplea tambidn un electrodo microbig

da saturada con oxigeno disuelbo se alinenta en la cubsta |

de flujo 11 a wa caudal constan%e>durahte la determipaciéx

"$ivo de toms de muestras antomdtico 14 se inyecta directart

mente en el sistema por el dispositivo de auto-toma de mue

diluye haciendo fluir agua 0 agua tamponada, se satura cox

G-
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™ oxigeno disuelto, y se introduce en la cubeta 11l y se agi-

“oxfgeno disuelto por los microorganismos fijados del olec-

'inyegcidn de la muestra es tan corto como de 1 a 10 minu-

Hojn nGm. 8

ta por el sgitedor magndtico 20. La temperatura de la cubg-
ta de flujo 11 se maentiene por la camisa 19 a wna tempera-

tura congtante en el intervalo de 15 a 309 durante la de-

términac}dn. Cuangdo ls solucidn de muestra se introduce ey

.la cubeta de flujo 11 y se pone en contacto con el electro-

do microbiano 10, ls corriente del electrodo que so ragis;
tra visualmente en el reglstrador 18 disminuye marcadaménﬁe
con el tilempo hasta que alcanza uﬁ esbado estacionario co{
mo se ilustra en la Figura 3.-E1 tiempo para alcanzar un :

estado estacionario estd entro 10 y 15 minutos. Ie dismi»é

nucidn en la corriente es causada por una absorcidén del

trodo en el curso de la asimilacién de la fuente de carbo-
no de la solucién de muestra. la velocidad de la disminu-
cidn de la corrieﬁte y de la disminucidn de'la corriente
en un'estado estaclionerio dependen una de otra y son por
oonsiguien%e proporcionales a la concentracidén de la fuen-
té de carbono. Por lo tanto, la concentracidn de la fuénte
de carbono puede ocaloularse a pertlr de la velocidad do lg
disminuoién de la corriente o de lo disminuoidn do la oo-
rrionte on un estado egtacionario en virtud de la relacién
lineal entre cllas.,

Como log microorganismos del electrodo pueden

agimilar le fuente de carbono répidamente, el tiempo de

tos. Bn cuanto al tlempo de contacto de los microorganismos
con la solucién de musestra, es degeable que el tiempo sea
tan corto como gea posibla puegto que si los microorganise

nos permanecen en contacto con la soluclidén de muestra du~-
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| _rente un tiempo largo, pueden ser asimilados por los mi-

'peratura constante que varia de 15 a 409 y un pH qﬁéfvéria

N

Hojn niim. 9

croorganismos otros compuestos argénicos contenidos en la
solucién de muestra, tales como aminoécidos.originando.una
absorcidn indeseable de oxigeno disuelto. ‘

-Puesto que la velocidad de disminucién»de corrign—
te estd influenciada por el pH y la temperatura, e85 nece-

.....

sario realizar el procedimiento de determinaoién e ure tom~

de 3,0 a 8,5. Cuando se determina una fuente de carbono
voldtil tal como 4cido acético en un medio de cultivo, el
pH del liquido acuoso en la cubeba de flujo debe mantenerde
suflcientemente por debajo del valor de pK del acldo acéu'
tico (4, 75 a 30°C) puesto que la mayor parte de 1as molécu~
las de 4cido acédtico existen en forms de iones acetato pox
encimg de los valores de pK, en los gque no pueden pasaf a
través de una membrana permeable a los £a308.

Le velocidad de disminucidn de corriente estd -
tembién ligeramente influencisda por la élase de la fuentg
de carbono. Por lo tanto,:es deseable determinar la rela=-
cidn entre une fuerte de carbono gue ha.de determinarse y
la velocidad de la disminucidn de corriente antes de la
determinacién. '

E1l método del presente invento no es efectuado
por otros compﬁestos orgénicos e iones inorgén;cos coexis-

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

dos tales como dcido L-glutdmico, Le-lisina, deido I~aspird
tico, vitaminas, protefnas de neuclétidos de base (enzima),

péptidos, polisacdridos, agentes antiespumantes y agentes;
tensioactivos no afectan al método del presente invento.

H
1

Bl método del presente invento es mds preferido’
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|_que wn método convenciongl para determinar el poder reducw

Hojn ntim. 10

tor de la fuente de carbono puesto que puede determinarse
exactamente la concentracidén del sacérido en un medio de

cultivo de fermentacién de dcido L—g]niémico. Mientras que
la concentracidn no puede determinarse exactamente por el
método para determinar el poder reductor tal como el métodp

-----

de Park-Johnson, puesto que una considerable cantida@_@a e

j1=

purezas reductoras esﬁé oontenida generalmente en unl@géio
de cultivo de fermentacidn de dcido glutdmico. ‘

De acuerdo con el presente invento se prof§féiona
un método pera determiner un I~aminodcido en un medi&fde
cultivo o caldo de fermentecidn por medio de un elecff§db '
microblano. Bl método comprende medir la fuerza eleéffémo~
triz (F.2.M,) de un electrodo sensible a CO, gaseoso en un
lfquido acuoso, en el que la F.E.M. se produce de acuerdo
con la reaccidn (I) realizada en condiciones anaerobiss pdr
los microorgenismos fijados del electrodo microbiano. El
céloulo de ‘la concentracidén del L-aminodeido se hace por
el empleo de la relacién entre el logeritmo. de (C=concen-
tracidén de L-ﬁminoécido) y la F.E.M, como se muestra en
la Figure 14, en la que se aplica la ecuacidn de Nernst,

(11) E=E,~ _2;%9}52__ log C

En esta ecuacién E, es una diferencia de poten-
cial asimétrica, R es la constante de los éases, T es la
temperatura absoluta y F es la constante de Faraday.

Los microorganismos empleados de acuerdo con el
pregente invento son los que contienen y muestrén activi-

dad de Le-aminodcido-descarboxilasa. Por ejemplo, se emploan
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| para determinar el dcido L-glutdmico microorganismos que

glubtinis IFO 0413. Se emplean preferiblemente para deter-

carboxilasa tales como Escherichia coli ATCC 23226, ﬁécfe-

. nen actividad de L-fenilalanina- o L—arginina—descafﬁééi-

‘diciones aerobias o anaerobias de una forma convencional

¥ éter. ’ i _l.

- -t

toja nem. 11

tienen una actividad de deido I-glutémico-descarboxilasa

tales como Bscherichia coli ATCC 8739, Citrobacter freundid

AICC 10787, Clostridium welchii ATCC 13124, Rhodoforula

minar I~-lisina los que tienen actividad de I~lisina~des-

rium cadaveris‘ATCC 9760, Streptococcus faecalis ATCC 12984,

Pseudomonus saccharophia ATCC 15946, Bacillus subtilis
ATCC 15037, Lactobacillus casei ATCC T7469.

.....

Para determinar la I-~fenilalanina y la L-érgini-

na, se emplean preferiblemente los microorganismos que"tie

lasa, tales como Streptococcus faecalis ATCC 8043, Esche-
richia coli ATCC 10787.

Estos microorganismos pueden cultivarse en con-

¥ las células microbianas obtenidas emplearse directamente
como una forma .de elegtrodo microbiano.

De acuerdo con el método del presente invento,
ademds de células intactas; también se emplean preferible-—
mente células liofilizadas o células microbianas que estdn
tratadas con un disolvente orgénico y/o un agente tensio-
activo. Como disolveqte organico pars este fin, se emplean,

acetona, etanol, metanol, isopropanoi, n=-propanocl, tolueno

Log dgentes tensioactivos empleados de acuerdo
con el presente invento son los que tienen fuerte poder
osmdtigo pero que no perjudican lé actividad .de la enzima.

Por ejemplo, se emplean preferiblemente bromuro de cetil-

[N
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trimétilamonio, bromuro de cetilpiridinio, lauril-~sulfato
de sodio, éter alcohflicd de polietileno, y alcohlil~betal-
na. Por ejemplo, las células microbianas que se cultiven,
recogen y lavan con ggue se sumergen én el liquido acuoso
que contiene una centidad sustancial de agente tensioactis
vo y/o se traten con disolventes orgénicos y a continuacidn
se secan & una ‘temperatura baja. Ias células microbiéﬁgé
asi obtenidas contienen 106/g de células vivas y se emplean
preferiblemente durante un tiempo tan largo como dos ains1

El electrodo microbiano empleado de acuerdo .con
el presente invento pare determinar L-sminodcidos se formg
fijando los microorganismos antes descritos a un elecfrodc
sensible a C0, gaseoso de una. forme similar & la que 3e
describe anteriormente en el método para formar el eieétr&
do microbiano empleado para la determinacién de una fuentd
de carbono, . ‘

Un electrodo sensible a 002 gaseoso empleado de
acuerdo con el presente invento puede ser de cualquier ti-
po convencional; '

La Flgura 11 muestra un electrodo microbianc
que comprende un diafragma 3 del electrodo tal como una

membrana de silicons g la que se fijan los microorganismos

la capa de microorganismos 1, el separador 1! tal como un
trozo de papel de filtro, membrana de diélisis 0 un cuerpg
s61ido similar 2 tal como wia membrena de filtro Milipore
(nerca registrada de Milipore Ltd., Co.) y una red de ny-
lon; el electrodo de pH 4"y una solucién % del electrolid
to interno tal como un 1iquido acuoso que contiene NaHCOB

y NeCl.

Un disgrame esquemdtico del método del invento
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-estd ilustrado en la Figura 12 que es similar al ilustrado

- 18.

| cidén muestra se descompone por los microorganismos fijados

Hojs ntim. 13

en la Figura 2 excepto que el gas N, se inyecta en el sig=
tema de determinacidn por ‘la boquilla de inyeccidn 13' en

lugar de aire u 02 gase0s0,

En la Flgura 12 se muestra un electrodo microbia

la boquilla de inyeccidn de N, gaseoso 13!, boquillas?dg
inyeccidn de la solucién vehiculo 15, solucidn de muestra

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

Se inyecta una solucidén vehiculo que tiene valo-

res de pH de 3,5 a 5,5 y N, o 8aseoso en el sistema de deter
minacién desde la boqullla 14 y 15 a un caudal consuant
respectivamente, ¥y la temperatura en la cubeta de flugo se
mantiene a ung temperatura constante que varias desde 20
a 409C Qurante la determinacidn, ' o -

Lakfuerza electrométriz del electrodo se regis-—
tre visualﬁente por un registrador (1linea base). _

Despuds que la linea base ha alcanzado un valor
constante, la solucidn de la mie stra (un medio de cultivo,
cgldo cultivado o solucidn diluida) se inyecte en el sis-
tema de determinacidén por una boquilla 14 durante 0,5 a 3
minutos a un candal constante y a un intervalo de tiempo -
regular, se diluye con la solucidn vehiculo circulante de
modo gque la concentracidén del I-aminodcido. en ls cupeta
pe'flujo'pueda ser de 1074 2 10"l j, y se alimenta en la
cubeta de flujo. -

En la bilé de flujo, 8l I-aminodecido de la solu-

del electrodo y se produce 002 gaseoso de acuerdo con 1a'
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‘fumérioo y dcido suceinico, o une solucidn tampdn de pirl-

X

Hoju ntim, 14‘

reaceidén (I). Bl €O, producido penetra & trgvés de un diat

fragme del electrodo y cambia el pH de la solucidn % del
electrolito del intervalo. El cambio de pH se determina
por el medidor de pH o el medidor de iones 18' y se regﬁs»
tra por el reglstrador 18.

Puede calcularse lz concentracién del L~aminq§ci
do en la soluoién_de miestra e partir de la ecuaqidntééw
Nernst (II) anteriormente descrita. | wn

Como solucién vehfculo empleada de acuerdo éqn‘
el prosento invento, os preforible una soluoidn tampénlls

quo contiene doldo orgdnico tal como doido oftrico, deido

dina~HC1l. Entre elles, se emplea mds preferiblemente la
solucién tempén de piridina~HC1 que contiene NaCl y
KH,P0, (0,5 g/dl). |

De acuerdo con el presente invento, 1a resceién

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

do anserobio puesto que si la reasccién (I) se lleva a cabo
aerdbicamente; los microorganismos fijados asimilan mate-
riales nutrientes derivados del medio de cultivo o caldo
cultivado tal como sacdrido y aminodcidos, es decir ocurre
la respiracién de los qigroorganismds ¥y una gran cantidad
de 002 gaseoso que se produce por la respifacién microbia—
ng hace imposible la determinacidén del L~aminoacldo.

Se ha encontrado ghors que 1a produccidn de 002
gaseogo por accibn de log microorganismos vivos disminuye
completamente llevando & cabo la reaccién (I) en un estado
anserobio, en el que la reaccién (I) por los microorganis-
mos vivientes pfosigue lo bastante cuantitativamente para

gser empleada para la determinacidn del L-anminodcido preten

LI®
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s lleva a cabo de acuerdo con el presente invento es

'Né gase0so sino también por otros gases inertes, tales co-+

. éeidos, puesto que el método emplea microorganismos vivos|

siguiente.
Amino-geido Fuerz?F?%?§?§omotriz

I-lisina | 100,0 3
Glicina 1,3 "
I~-alanina : 113
I-valina, 1,1
I-leucina 1,2

7 Imtirosina R 7,6
I-triptéfano | },4
Aeido T-glutémico 3,7
I-prolina = 1,3

Hofa ntm: 15

dido.

Un estado anaerobio en el que la reaccibn (I)

aquel bajo el cudl‘no hay contenido oxigeno disuelto en
un sistema de reaccidén de los microorganismos fijados y el

estado ahaerobio se mentiene no solamente por inyeccidn de

mo argén o helio en una solucién vehiculo que no confiéhe
ox{geno disuwelto. . o -

Pareceria que el m&todo del presente invento est
t4 afectado pdr les impurezas derivadas de un medio:défculé

tivo tales como sacdridos, deidos orgdnicos y otros aminos

Sin embargo, el método del presente invento no estd aféc-
tado. por estas impurezas. Por ejemplo, ﬁn nétodo pafé'de-
berminacién de ‘I-lisina que emples un eleétrodo micrabiang

que comprende microorganismos fijedos de Bscherichia coli

ATCC 23226y electrodos sensibles al CO, gaseoso no estd

afectado por otros eminodcidos como se muestira en la Tabla
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anteriorfy otros compuestos orgdnicos contenidos usualment

L-ornitina.HC1, L-citrulina, I-isoleucina, deido ID-ldetic

Hojn ntm. L6

En este experimento, cads concentracidn de Ie-ami
nogcido en la solucidn de muestra es igual a la de L-lisi-
ne. La Tabla muestra Que no hay aminodcido que tenga valo-
res de F.BE.M. mgyores del 10% del de la I~lisina.

Otros aminodcidos que no se muestran en le Tabld

’’’’’

lar,

- |
Se encuentra que el método para determinar IL-1i-

ol
sine no estd afectado por I-serina, I-treonina, I-cistefns
I-cistine, I-metionina, deido I-aspdrtico, L-glutamin@,
I~fenilalaning, L-asparagina, I-histidina, I~arginina,

geido tartdrico, deido «~cetoglutdrico, dcido succiniéo,
dcido malico, dcido fumérico,'écido citrico, glucosa y
urea. _ '
Comparado con el método del presente invento, un
método con~ninhidrina'écida comin para la determinacién de
I~lisine estd afectado por otros aminodeidos tales como

I~cisteina como se muestra en la Tebla siguiente,

Anino-goido

I-lising o 100%

I~cigteina - &

L=cisting : 5%

I~tirosina 1}%

 I-histidina 4%

. Lwﬁrolina , 1;%-

I~ormitina B0l 8%

Eg evidente de estoé'rasultaGOS que el método

del presente invento es superior a un método de ninhidrin

-
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‘écida comin- en selectividad.

cilla y continua de una fuente de qarﬁopo ¥y I-~aminodcido

‘siguientes. En los ejemplos, el simbolo % representa % /]

‘e, con agitaclén en un caldo. nutrlente complementado con

- frié. Cada matraz se complementé con 0,5 ml de solucién’

tolan nfim, 17

Como se ha descrito antes con detalle, puede

pleanzarse una determinacidn extremsdeamente répida, sen-

en un medio de cultivo o caldo cultivado con mucha preci-
sién y reproductibilidad. Este nuevo método para determi-
nacidn- serd ¥til para la medida en el curso de la producu
cién de una fuente de carbono y L-aminodcido en un medlo
de cultive o caldo cultivado durante la fermenta016n y es
especlalmente necesario para un wétodo de allmentacldn.
' Bl invento se ilustrard ghora por 1os ejemplos

BEJEMPLO 1 .

‘Se cultivé Brevibacterium flavum ATCC 146‘67‘, de

sarrollado en un cultivo en pico de flauta de agar mitriepn~

1% de glucosa & 309C durante 24 horas. Una poreidn de 25
ml de un medio.(volumen total: 100 ml) que contenia ;os
componentes dedos en la Tabla 1 sé afiadié a un matraz- de

500 ml, se esterilizé a 1209C durante 15 minutos y se en-

de ures al 30% esterilizada separadamente.

Ve
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tlojn ntim. 18

Tabla 1. Composicién del medio (pH 6,0)

Componente - Concentracién

“Glucosa : 4,0 g/a1 '
K2HP9 4 0,1 g/d1

MgS0, « TH,0 0,1 g/a1

Feso4.7H20 2.ppm .
MnSO4.4H20 . 2 ppn ' "
BExtracto de soja 24 ml/1 .
Tiaming HC1 100 meg/1 o
Urea - , 0,6 g/a1

El medio se inoculé con 0,5 ml del culti&éfde
semilla y se incubd con agitacidn a 309C durante 241h6rae
Las células se recogieron centrifugando 30 ml del caldo
de cultive y lavendo con ague tres veces dando 5 ni do
paste de célula (1). Se obtvo un electrodo microbiano
(10) mostrado en la Figurse 1 extendiendo un anillo de la
pasta de ¢é1ula sobre una membrana de Teflon (3) de un
electrodo sensible al oxigeno disuelto del tipo polardgrd
fo (Beckman Modelo 57;) cubriendo la pasta con una membrg
na de celofdn (2) y fijando ls parte superior con una ban
da de caucho (6). El electrodo (10) se insertd en uwna cu-
beta de flujo (11) por un relleno de caucho (12, 12t) dan
do una cubeta de flujo de 0,5 ml, Se monté un sistema de
‘medida continuo mosirado en la Figura 2 Qon la cubeta de

"fImjo. |
En la Figura 2 los nimeros representan los sig—

nificados siguientes, regpectivamente:
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r_(10) Blectrodo microbiano

(después de obtener una linea base estable), se inyectd

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

Hoja nim; 19

(11) Cubeta de flujo

(12, 12') Relleno de caucho
(18) Registrador

(16) Tuberia fara el fluiido vehiculo que eénﬁiene 1z muestra
(13) Entrada de aire

(14) Entrada de la muestra

(15) Recipilente del fluido vehfculo.

Para las medidas, se higo fluir agwa a un caudall

de 5 ml/minuto soplando aire a una velocidad de 6 a 10 1/h

Asf, el agua saturada de oxigeno entré en la cubeta de flu
jo como un fluido vehfculo. Ia temperatura de entrada de
la cubeta de flujo se ajustd a 302C. Después que seiésta—

bilizé la corriente eldctrica del electrodo microbiano

una solucidn de glucosa al 1,12% a una velocidad de C.1

ml/minuto. La corriente eléctrica del electrodo se regis-
tré veriando el tiempo de inyeccidn (anchura de impulsos)
en la Figura 3 en la que el eje de ebscisas muestré el tie%-
po (minutos) y el eje de ordenadas muestre uns cantidad de

oxigeno disuelto (valor relativo). El valor relativoe 0 sig

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

1inea base (el valor de agua saturade de oxigeno). En estsa
Pigura, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 muestran anchuras de 1mpulsoé
de 0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0, 6,0 y 16 mlnutos, respectiva~
mente., Ia corriente eléctrica del electrodo microbiano co-
menzé a disminulr unos cuantos segundos después de que se
inyectd uwne muestra y alcanzd un nivel constante despuds

de sproximadamente 10 minutos (corriente del estado esta-
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- cionariec). A continuacidn, se inyectd glucosa a diversas

tHojn niim. 20

concentraciones a un intervelo de 5 minutos con anchuras
de impulsos de 30 segundos, con lo cual se examind la re-
lacidn entre la alturae del pico y la doncentracidn.

_ Se llevaron a cabo ensayos similares con fructo«
se, sacarosa, &cido glutémico, trehalosa y lactosa. Los

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

ebscisas representa la concentracidén en la cubeta de'flﬁjc

y el eje de ordenadas representa la altura del pico calou-
lada basdndose en la glucosa (la altura del pico de la gl
cosg 1 mM es 100%). Se obtuvieron curvas de 1l a 6 coﬁ lbs
slgnificados siguientes, respectivemente;

1l : Glucosa
: Fructosa
¢ Sacaross

Acido I-glutdmico

-

2
3
4
5 : Lactosa
6 : Trehalosa

Se dilnyeron melazas de cafia de azicar (abrevia-
do como MC) de un contenido de azicar de 0,9%. También se
realizé un ensayo similar con la solucidn diluide con una
anchurs de impulsos de 30 segundés, con lo que se examiné
1o relecidén entre la concentracidn de azicar y la altura
del pico. La figura 5 muestra los resultados. En ls Figurs
los circulos abiertos representan los reéultados que estdn

muy de acuerdo con el valor tedrico mostrado por la linea

dontinua A que se obtuve por cdleulo (adicidn sencilla)

basado en la composicidn del azicar (sacarosa:glucosa:frucy

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

ra 4.

1
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dos y se calculd baséndose en la curva patrén de IC (valoﬂ
tedrico) en la fermentacién del 4eido glutémico que se ﬁea”'

1izd con ¥C como meterigl de partida. La Tabla 2 muestra

‘los resultados. ‘ _ }

flojn nim. él

Ia concentracidén de azdcar residual del caldo

cultivédo.se nididé con una anchura de impulsos de 30 segun~ -

Table 2. Concentracidén de azicar res1dua1 del caldo- dé
fermentacibn.

'Tiempo Produccién de geido Azdcar residual. (g/d1)
I S
(horas) %g/al).

lutémico

Electrodo Método de Lehman-
microbiano Schule

20 : 0,35 1,8
30 7,5 ’ 0,16 1,6

gscuerdo con el presente invento proporeiond 1ls concentra-
cién de azdcar residual de 9}16 g/dl que era la décima pay-

te de 1,6 g/dl que fue el valor obteg@do de acuerdo con el

nétodo convencional.

fermentacidn se ensaydé también por cromatografia en papel.
Pero no habia casi azdcar que pudiera ser asimilada por ely
microorganismo. Por consiguiente; los resultados obtenidos
de acuerdo con el método convencional muestran sélo la ac
tividad reductore del compuesto reducidble. Por el contra-
éio,.el método de acuerdo con el presente.invento puede

proporcionsr una qantidaﬂ exacta de azdcar residual sin es-
tax influenciado'par el cpmpuesto reducible y por el dcide

glutdmico que coexiste en 6l caldo de fermentacidn en una

16049

A las 30 horas de lz fermentacidn, el método de

’

La concentracién de azicar residual del caldo de

[y
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|_concentracidn elevada.

microbiano congtruido de acuerdo con lg Figura 1. Los‘féw

-medio de cultivo en pico de flauta de agar gue contenia

toju n6m. 22

‘ Se ensayé la estabilidad del electrodo microbia-
no alimentando 0,75% de solucién de glucosa acuosa antomé-
ticamente con una anchura de impulscs de 30 segundos (tem-
peratura: 3092C) y a un intervalo de 30 minutos en sl sis—

tena mos%rado en la Figura 2 que se montd con el electrodo

sultados se dan en la Figura 6 que muestra que no se ob%er-

vé cambio durante la operacidén en continuo durante dos se-
manas. ' )
EJEMPLO 2 | |

Se cultivé Trichosporon brasicas CBS 6382 en un

0,3 g/dl de exiracto de malta, 0,3 g/d1l de extracto de le-

vadura, 0,3 g/d1 de peptona, 1,0 g/dl de glucosa y 2,0

g/dl de agar. Se recogieron células microbianas desarrolls-

das en el pico de flauta y 0,3 g de 1as células himedas s
pusieron eﬁ suspensién en 5 ml de agua. Se secd la suspen-
sidén de cdlulas (3 ml) sobre wna membrana de acetil-celud
losa porosa (tipo HA, temafio de poros: 0,45 micras, didme-
tro: 47 ma y espesor: 150 micras, de Milipore Ltd.). A
continuacidén se monté un electrodo microbiano flustrado eﬁ
ls, Figura ; de la misma manera que se ha descrito en el
Ejemplo 1, que era otro tipo de electrodo microbiano de
gouerdo con el presente invento. La membrans (1!') de aceti
,-celuiosa porosa que rotiene las células microbianés (1) g
corté en un circulo (didmetro: 14 mm) y se £ijé sobre la
guperficie de una membrang de Teflon (3)'(espesor: 50 mi-

cras) de un electrodo sensible al oxfgeno (mogelo C=321,

l—
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| meable al gas. (2) (membrana de Teflon porosa tipo PH, tama

'bianc (10). E1 electrodo implicaba esdemds un énodo de alu-

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

(10), una camisa (19), una cubeta de flujo (11) (didmetros

-3 em, altura: 2,7 cm, volumen: 19 ml, volumen del liquido:

Hojn ntm. 23

fio de poro: 0,5 micras, Milipore Ltd.) o una membrana de
caucho de gilicona tmipo D 606, Radiometer Co.) y a conti-
nuacidn con una red de nylon (21). Por consiguiente; los
microorganismos se.quedaron atrapados entrehlas dos membra

nas, con,1lo que. se ensamblé o montd asi un electrodo micrd

minio (5), una solucidn de electrolito de cloruro de éotar
sio saturada (7), unvaislador (25), wn cdtodo de platfné
(4) ¥ ﬁn-anillo~de caucho (6) para fijar las membranasa~

. Ademds, la membrana de Teflon permeaﬁle a los
gases ge colocé sobre la superficie del electrodo y ce cus

brié con una red de nylon. Estas membranas se aseguraron

-Ta Figura 8 muestra un diagrama esquemdtico del

sistema. Bl slstema consistia en un electrodo mlcroblano

3 ml), un agitedor magnético (1000 r.p.m.) (20). Como una
bomba (21), se empled una bomba peristdltica (Modelo I,
Technicon), y como tomador de muestra automdtico (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.).

' ~ Ia temperatura de la cubeta de flujo (11) se man
tuvo a 30 + 0,12C por paso de agua caliente (22) y (23)

g través de la camisa (19). Se ajusté el agua corriente
tamponada (15) hasta pH 3 con HpS0, 0,1N y se saturd con
gire (13). A continuacidén se trangfirid a la cubeta de

£lujo (11) a una velocidad de 1,4 ml/minuto Junbo con 200
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| ml/minuto de eire (1.3). Cuando la corriente de salida del

senta la concentracién del deido acético (mg/l) y el,éﬁe

Hojn nam. 24

electrodo microbiano.alcanzd un valor constante, se inyec-
t6 ung muestra en el sistema a una velocidad de 0,8 ml/miw

nuto durante intervalos de 3, 10 o 15 minutos,

Ia Figura 9 muestra curvas de calibracién del

electrodo microbisno, en la que el eje de abscisas repro=-

de ordenadas representa la disminucién de la corrien;té;i
(uA). Se observé une relacién lineel entre la disminucién
de 1z corriénte y la concentracidn del dcido acético por
debajd de T2 mg/l por el método de impulsos, La'concentra-

oién minima pars la determinacidn era 5 mg de dcido acéiiclo

- por liro. La reproductivilidad de la diferencia de oorriﬂn-

te me examind empleando 1la gisma muestra. La diferencia ds
corriente era reproducible dentro de + 6%.del error relap
tivo cuando se emﬁled 1a muestra que contenia 54 mg/l de

deido acético. La desviacidn tipice era 1,6 mg/i en 20 ex-
perimentos: ‘_ |
| Se examind la selectividad del electrodo mdero-
biano para el dcido acético., La Tabla 3 muestra la selec-

tividad del electrodo. E1l perceptor no respondié a los

compuestos voldtiles tales como deido férmico y alcohol me

t{lico y a los nutrientes no voldtiles para microorganismoa'

tales como glucosa @ iones. Cuando el electrodo microbiano
se cub:ié con una membrana permeable a los gases, solamenth
puéieron penetrar los compusstos voldtiles a través de la

membrana. Le respuesta al compuesto orgénico depende de la

facilidad de asimilacién de los microorganismos inmovilize
dos. Ia levadura que utiliza dcido acético, Trichosporon

bragicae, no utilizé deido fdrmico ni alcohol metflico,

v e
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| gino que utilizdé deido propidnico, dcido n-butirico y al-

h
poder afectar a la determinacidn.

Compuestos . Concentracién ®  -corriente (micro A
Acido acético 7100 mg/1 - 0,18
Acido férmico , 100 mg/1 0
- Acido propidnico 100 mg/1 0,17
Acido p-butirico . 100 mg/l . 0,21
Acido ldctico 100 mg/1 0
Acido suceinico 100 mg/1 0
Acido tartdrico . 100 mg/1 0
Alcohol me$flico 40 mg/1 0
Alconol etflico 40 mg/1 0,21
Glucosa ' 10 g/1 0
KH2PO4 ‘ 50 g/1 0

- .

tio)a nGm. 25

oohol etilico. Por consiguientse, la existencia de dichos

aompuestos impide la determinacién de dcido acdtico. Sin

émbargo; egos compuestos no estdn generalmente en una can-

tidad tan grande en los caldos de fermentacidén como para

Tabla 3. Respuesta del perceptor del elecirodo miecrotiano
a diversos compuestos:

Disminucidn e 1ia

gggge?iracién original (4iluida 2,8 veces en la cubeta de
njo

%
Intervalo del tiempo de inyeccién: 15 minutos.

El electrodo microbiano para el deido acético

t

se aplicd a un caldo de fermentacidn de deido glutdmico.

Se diluyd el caldo de fermentacidén del gcido glutdmico (se

empled dcido acético como fuente de carbono) -(el grado de |

diluocidn de la mezela era 170 veces) y se inyectd en el
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sistema de medida automdticamente (el tiempo de intervalo
de inyeccién erg 10 minutOS). Se determind la concentracidn
de dcido acético por el electrodo microbiasno y por croma-
tografia gaseosa. Como se muestra en 1a Figure 10 en 1la que
el eje de abscisas muestira el resultado por el electrodo
microbiano (g/dl) y en ordenadas se muestra por cromgbo-
grefia de gases (g/dl), se obtuvo un resultado cone{é@epte
satisfactorio entre ellos. Bl coeficiente de correlac@én
caldo no afectaron a la determinacidén electroquimica del
deido acético., Se examind la capacidad de ussr de nﬁevo
el electrodo microblano pars el dcido acdtico, Se emplea-
ron soluciones de 4cido acético (desde 18 mg/l hasta 72
mg/l) pera ensayos de estabilidad a largo plazo del elec~
trodo. Ia salida de 1la corriente del electrodo era casi
constante durante mds de 3 semanas y 1500 enseyos. Por con-
siguiente, las levaduras en 2l electrodo estaban vivas du-
rente largo tiempo. Bl electrodo microbiano puede emplear-
se durante 1arg6 tiempo para el ensayo de dcido acético.
En conclusidn, el perceptor del electrodo microbiano pare-
ce bastante prometedor y muy atractivo para la determina-
cidn de deido acé%ico en un caldo de fermentaciédn.,

EJEMPLO 3
Se hizo desarroller Bscherichia coli ATCC 8739

& 309C con agitacién en un medio que contenia 1los componen-

tes mostrados en la Tabla 4.

i

Despuds de 20 horas, se centrifugaron 50 ml del
caldo del culfivo para recoger las células. Ias células
himedas se lavaron bien con 50 ml de KG1 0,1M y se liofilil-

zaron dando 0,6 g de células liofilizadas.
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~ Tabla 4. Composicidén del medio (pH 7,0) :

Componente Contenido
Glucosa ' 1,0 g/al ‘
Casamino-dcidos 1,0 g/d1

KH,P0, ) 0,5 g/d1 ,
Acido glutdmico (sal de Na) . 0,2 g/d1 il
"Extracto de levadurs . ' 0,2 g/d1
‘Antiespumante (silicona de Toshiba) 0,1 m1/d1

Hojsu nidun. 27

Se pusieron en suspensién las células liofiliza-
das (1) (5 mg) en una pequefia cantidad de agua para obtenep

una pasta de células, que se extendidé sobre ung red de ny-

T

lon (1') (didmetro: 10 mm). Se fijé a una membrana de sili
cona (3) de un electrodo sensible al diéxido de carbono |
gaseoso (4') (Modelo E 5037, Radiometer Co., Dinamarca)
con una membrana de celofdn (2) como se ilustra en la Fi-
gura 11, en la que (7) represents una solucién de electro-
lito. Mezclas de NaHCO3~NaCl.

Bl electrodo de didxido de carbono microbiano
(10) se insertd en una cubeta de flujo (1l) (volumen: 0,5
ml) a través de un envaée de caucho (12) (12') y se monté
un sistema de medida como se muestraven la, Figurs 12. En
la FPigura se muestran las partes siguientes: |
(13') Entrada de N, gaseoso
(14) Entrada de la muestrs
(15) Entrede de la solucién tampdn de vehfculo
(18) Reglatrador
(18!) Medidor Gel voltaje de salida.

Como un flufdo vehiculo, se alimentd una solucién
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~pulsos de 3 minutos. Las muestras se diluyeron con la 301y~

’

Hola nam, 28

tampén de piridina-deido clorhidrico 0,1 M, pH 4,4 (que

contenfa 0,5 g/dl de NaCl y 0,5 g/dl de KH2PO4) desde (15
a un candal de 5 ml/minuto y tambidn se insufld Né gase0sp
en lg cubets de flujo desde (13') a un caudal de 1 l/minu:o,
¥ & continuacién se registrd el voltaje de salida con un
registro (18) (1fnea base). Durante la medida, la teupe-
raturs dentro de la cubeta de flmjo se mantuvo a 309C.”%ea-
pués de 1 hora, se inyectaron sucesivamente una solucién

de 4cido glutdmico acuoso de 465 ppm y sus dilucionea desd

de (14) a un caudal de 1 ml/minuto con una anchura de im-

cién tampén y se hicieron fluir en la cubeta de £lujo, con
lo que el electrodo microbiano comenzd a responder al cabd
de unos cuantos segundos. La respuestas alcanzé un nivel
de séﬁuracién despuds de 3 minutos y se obtuvieron en el
regigtrador log picos que se ilustran en la Figura 13. BEn
1= Figura‘l3, el eje de ordenadas y el de abscisas repre-
senta el voltaje de salide (mV) y el tiempo (horas), res-
pectivamente. Habla ung relacién mostrada en la Figura 14
entre la altura del pico (ordenada) en la Figura 14 y el
logaritmo comin de la concenjracidn del deido glutémico
(log C, en abscisas) en la cubeta de flujo. Ia curva de
respuesta lineal obtenida tenia una pendiente de 60 mv/bc;lu,
que estaba de acuerdo con un coeficiente del término de ﬁ
Nernst en la ecuacidén (II) (valor tedrico: 60,16 mV).

' Se cultivé Brevibacterium lactofermentum ATCC

13896 con aireacién y agitacidn a 30°C en un medio que

contenia los componentes mosirados en la Tabla 5.
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| ‘Tabla 5. Composicidn del medio

Componente ) Contenido
Glucosa - 6,0 g/dl
RH PO, | : 0,2 g/d1
Mgs0, . TH,0 0,08 g/a1
FeSO4.7H20 0,002 z/dl
Extracto de soja 0,1 m1/dl }
Biotina 5 meg/1
Viteming B. sal de Na 200 meg/1 '

1
Antiespumante (silicona de .
Toshiba) 0,01 m1/31

El caldo de cultivo resultante se diluyd loqbve-
ces; siendo la muestra A. 4 la muestra se afiadieron varias
centidades de 4cido I~glutdmico de calidad reactivo, sien-
do las muestras B; C y D, respectivamente. ia concentra=~
cidén del dcido I~-glutémico de la muestra se caleuld de
acuerdo co; la ecuacidn (II) a pertir de la altura del pi-
06 obtenido por el sistema mostrado en la Figura 12. Lés
resultados se dan en la Tabla 6. Todos los valores obteni-
dos por el método de acuerdo con el presente invento coin-
cidieron con los obtenidos por el método enzimdtico con-

vencional (método del sutoanalizador).




P-

10

15

20

25

30
16049 -

| Tabla 6. Ensayo del dcido L-glutdmico en el caldo cul-
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tivado.,

Mue gtra Concentracién del dcido L-glutdmico (g/dl)

Método de acuerdo Método del gutoanalizedor

‘con el presente :
invento (Método convencional)
/
A 1,74 1,70
B 2,70 2,68 '
|
¢ 4,16 4,18
D 6,10 6,18
EJEMPLO 4

Ias células himedas de EZ. coli obtenida exn el

BEJEMPLO 3 se lavaron dos veces con KC1 0,1 N y se pusieron
en suspensidén en 5 ml de agua. A la suspensidn se aﬁédid
gota & gota 50 ml de aqetoﬁa 8 temperafura ambiente, ILa.
mezels se agité de 5 a 10 mimutos y se centfifugé bajo en-
friemiento. Ia torta de la céluls se lavé dos veces con.
acetons, uha vez con éter y se secd en un desecador a va-
cfo obteniéndose 0,6 g de células tratadas con acetonﬁ-
~éter,

Dichas cdlulas tratadas con acetona-déter (1-2 mg)
se pusieron en suspensidn en una cantidad pequefia de agua
hasta que se formd una pasta, que se extendid sobre unas
malle de nylon (didmetro: 10 mm). Ia malla se fijé sobre
una membrans de silicona (3) de un electrodo sensible al
'diéxido de carbono gaseoso disuelto (modelo E 5036, Radio-
meter Co., Dinamarca) con una membrena de celofdn (2) pars
obtener un electrodo microbiano (10) como se ilustra en
la Flgura 11. i |

la concentracidén del deido I-glutdmico se ensay
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1 ~ con el electrodo microbiano por el mismo método que se ha
‘ descrito en el Ejemplo 34 Los resultades eran los mismos
que se muestran en la Tabla 6. 1 valor de cada muestra
estaba de acuerdo con el obtenido por el método del auto-
5 aﬁalizador convencional en el que se empled la enzima de
la calabaza.
EJEMPLIO 5

" Se hizo desarrollar Rhodotorula glutinmis IFO

0413 en un matraz con agitacién a 30°C durante 48 hdraé en
10 un medlo gue contenia los componentes que se muestraﬁ en
' la Tabla 7. |

Talla 7. Composicién del medio (pH 6,3).

Componentes Contenido (g/dl)

15 Glucosa ‘ 1,0
Peptona . 0,3
Extracto d?~malta _ 0,3
Bxtracto de levadurs 0,3

- Leglutamato de sodio ‘ 0,2

- 20

Tas célules himedas recogidas centrifugando 50
ml del caldo cultivado se lavaron dos veces con KC1l con
0,1 My se pusieron en suspensidén en 50 ml de una solucidn
acuosa que contenia 20 mg de bromuro de cetiltrimetilamoni
25 La sugpensién se agitd durante 5 a 10 minutos y a continug
'pidn se traté con acetona y éter obteniéndose 0,6 g de cé-
Iulas secas.

Se montd ﬁn electrodo microbizno con la prepara-
cidn de células secas. Se midieron las concentraciones del

30 deido Imglutdmico en las muestras del caldo de fermentacid
16049

[



Ca e e Tt 4 %

10

15

20

25

30
16049

| del deido I-glutdmico como se ha descrito en ol EJEMPLO 3

"en la Tabla 8. Después de un cultivo de 20 horas, se cen-

tiojn nam, 32

‘LOS valores analiticos resultantes estaban en buena con-
cordancia con los obtenidos de gcuerdo con el mdtodo del
autoanalizador convencional en el que se empled la enzi?a
de la calabagza. En egte caso, no ge detectd actividad de
la enzima en las células sin el trgtamiento con tenaiqgé~
tivo, con lo que fue imposible el enseyo del dcido LAglﬁ—
tamico. |
BJEHMPLO 6

Se cultivé B, coli ATCC 23226 en un matraz de

fondo redondo con sgitacidén a 309C en un medio mostrado

trifugaron 50 ml del celdo cultivado pars recoger lag,cé-
lulas, que se lavaron bien c¢on 50 ml de KC1 0,1 M y se
liofilizeron dando 0,6 g de bélglas liofilizadas.

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

Componente Contenido (g/dl).
Glucosa . 1,0
Polipeptonsa 1,0
KH,P0, : | 0,5
Extracto de levadursa 0,2
L~ligina HCL 0,2
Antiespumante (silicona de Toshiba) 0,1 ml/1

Taes células liofilizadas (1-2 mg) se pusieron
len suspensidn en una pequefis cantidad de ague para formar
una paste (1), que se extendid sobre una malls de nylon
(1') (aidmetro: 10 mm). Le malla se £1jé sobre una membran

de silicona (3) de un electrodo sensible al didxido de car
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"en la Figura 12.
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bono disuelto (Modelo E 5036, Radiometer Co., Dinamarca)

con una membrana de celofdn (2) como se muesira en la Figu-

ra 11.
Se insertd el electrodo micrébiano (10) en una
pila de flujo (volumen: 0,5 ml) por relleno de caucho

’

(12, 12“) y se montd un sistema de medida como se mqestfa

Como fluido vehiculo, se alimentd una soluciép
tampén de'p@ridinarécido clorhidrico 0,1 M, pH 5,00 (que
contenfa 0,5 g/dl de NaCl, 0,5 g/d1 de KH,P0, ¥ 0,1 2/1
de piridoxal-5'~fosfato) desde (15) a un caudel de 4 ml/
minutos y se insujld también N, gaseoso desde (i3')_en;1a

. cubeta de flujo (11) a un caudal de 0,2 1/minuto en la Fi-

gure 12. El electrodo (10) se conectd con un medidor de
pH (18') y con un registradbr (18) con el fin de medir 1la
fuerza electromotriz. Durante la medida, ia’temperatura en
la cubeta de flujo se mantuvo a 30¢C. Se inyectd sucesiva-
mente una bolucién acuosa de 5 g/l de L-~lisina y su mues-
tra diluida desde la entradas de la muestra (14) a un cau-
dal de 1 ml/minuto durante 3 minutos.

La muestra se diluyé con la solucién tampén y sd

hizo fluir en 1lg cubeta de flujo (1l). Al mismo tiempo co-

menzd a responder el electrodo microbiano (10). La respues
ta alcanzdé un nivel saturado despuds de 3 minutos y se re-
gigtraron picos similares g los que se muestran en la Figu
ra 13, en la que el eje de ordenadas y abscisas répresen-
ltan le fuerza electromotriz (mV) del electrodo y el tiempd
respectivamente, Hubo una relscién similar & la mostrada

en la Figure 4 entre la aliura del pico en la Figura 13 y
la concentrecién de I~lisina en la cubeta de flujo (11).
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- La curva de reppucsta linesl obtenida tenfe una pendiente

13869 & '309C con eiremcién y agitecién en un medio mosirad

THopn nn 34

de 58 mV/bCLis que egtaba cgsi de acuerdo con un coseficlen~
te del término de Nernst en la ecuacién (II) (valor tedri
cos 60,16 mV, (309C). |

Se cultivé Brevibacterium lactofermentum ATCC

do en la Tebla 9. Durante el cultivo se afiadidé una 80 1u-
¢ién de 40 g/dl de urea manteniendo el pH del caldo & 6,5+
-8,0. -

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

Componente Contenido
Glucosa ’ 10,0 g/d1
KH, PO, ‘ | 0,1 g/dl
Mgs0, « TH,0 T 0,1 g/d1
Tiamina-HC1 : 10 mg/dl

Soja hidrozilizada (Mieki}) 1 m1/41

El caldo cultivado se diluydé 20 veces, siendo
la muestra A. Se efiadieron diversas centidades de L-lising
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 sistems mostrado en la Figura 12
y se determinaron sus concentraciones de I~lisins empleandp
lg curva de calibracidn que se trazé midiendo la altura del
pico de la solucidn patrdén de gcuerdo con el mismo siste-
ma.. '

Log resultados se dan en la Tabla }O. Cada valor

de lg muestra estabe en buen acuerdo con el que se obtuvo
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- por ol método manométrico de Warburg convencional en el

Muestra Concentracién de I-lisina (g/dl)

JH,PO, y carbonato de calcio, Despuds de una incubacidén

Hojn num 35

que se empled la enzime de Bacterium cadaberis. -

Tabla 10. Ensayo de L~lisina en el caldo cultivado.

Método por el presente Método manométricd'déi

Lavento B Bangs convencicai)
A 1,32 1,32 ‘
B 3,44 3,40
o 5,86 , 5,69
D 6,50 6,45
EJEMPLO 7

Se cultivé Lactobacillug casel ATCC 7469 (Ensa~

yo N2 1) con sgitacién en un medio que contenia 10% de le-
che desnatada, 0,5% de clorhidrato de I~lisina y 100 ncg/d

de piridoxal. Se cultivaron Streptococcus faecalis ATCC

12984 (ensayo N2 2), Pseudomonas saccharophia ATCC 15946
(Bnseyo N2 3), Bacillus subtilis ATCC 15037 (Ensayo N2 4)

y Myxocoocus viregcens ATCC 25203 (Ensayo N2 5) oon aglta-

oién en un medio que contenfa 1% de extracto de carne, 1%
de polipeptons, 0,5% de NeGl, 0,5% de clorhidrato de L~1id
sina y 100 meg/l de piridoxal. Tambidn se cultivé Aspergi-
llus niger ATCC 62%8 (Ensayo N2 6) con agitacién en un ex-

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

de 24 horas, se centrifugaron 50 ml de cada caldo de cul-
tivo pare recoger las células. Se lavaron las células hi-
medas dos veces con KC1 0,1 M y se pusieron en suspensidén

en 5 ml de agua. A la suspensidn se effadidé 5 ml de acetond
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- gote a gota a temperaturs smbiente y se obtuvieron O,S—O,E

el método de ninhidrina deida convencional como se muestrs
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gramos cada una de célulgs tratadas con acetona-déter de
acuerdo con el método que se ha descrito en el EJEMPIO 4,

(Aproximadamente se detectaron 106

cédlulas/g de célulasi
vivas en la preparacidén de células tretadas por cultivo
sobre un agar nutriente). Se montaron electrodos micngbia-
nos con estas preparaciones de cdlulas activas de 1a’Qigma
forma que se ha descrito en el EJEMPLb 4 y se determinaron
las concentraciones de L-lisina de las muestras del caldo

de fermentacidn de IL~lisina siguiente. I.os valores resul-

tantes coincidfan bien con los contenidos de acuerdo con

en la Tgbla 11,

Tabla 11. Enseyo de L~lisina en los calcos de fermentecién
de I-lisina.

Muestrae Concentracién de L-lisina (g/dl)

Método por el presente invento Método con ninhi-
drina dcida cone-

Engeyo N@ vencional

1 02 3 4 5 -6
A 2?54 2,49 2,5; 2,55 2;49 2,59 2454
B 3,60 3,59 3,64 3,63 3,64 3,65 3,62
¢ 4,20 4,21 4,24 4,24 4,25 4,21 4,25

BJIEMPLO 8
Se cultivé Streptococcus faecalis (ATCC 12984 a

1 .
379C durante 15 horas en un medio que contenia 3% de caseil-

ne hidrolizada por tripsina, 1% de glucosa y 0,1% de auto-
lizado de levadura. Se trataron las células recogidas de

le misme forme que se ha descrito en el EJEMPLO 4, dando
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| 0,5 g de una preparzcién de célnlas tratadas con acetona-

‘con el valor obtenido por el método de cromatografia de

miento se mantuvo solamente durante un mes en un refrizers

' 'gse trataron del mismo modo que ge ha desecrito en el BJEM-
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-$ter, con lo que se construyé un electrodo microbiano. Se
giadieron varias cantidades de I~fenilalanina a los caldos
de fermentacidén del deido L-glutdmico, siendo la muestra

A, B y C, respectivamente. La concentracidén de I-fenilala-

nina en caeda muestra ensayada con el electrodo se compard

1iquidos. Bl valor de cada muestra obtenida por ambos mé-
todos esgtaba muy de acverdo respectivamente como se mueé-
tra en la Tablg 12. Ia preparacidn de células trata§a§.con
acetona-éter mantenian su actividad durante 6 meses, sungu
la actividad de la preparacién de las células sin el.érata

dor,

Tabla 12. Ensayo de L—fenllalanina en un caldo de fermen-
tacidn de édcido I=glutdmico.

Muestra Concentracién de L~fenilalanina (g/dl)
Método por el presente Método por cromatogra-
invento f£ig de liquidos.
0 ] 82 0 ? 83
1,88 1,92
0 2 [ 95 31 00
EJEMPLO 9

Se cultivé E. coll ATCC 10787 de la misma forma
que se ha descrito en el BJEMPLO 8, Las cdlulas recogidas

PLO 4, obteniendb 0,3 g de una preparacidén de c¢élulas tra-
tadas con acetona-éter. .Se constrityé un electrodo microbig

no con la preparacidén de células tratadas. Se afiadieron

(Y]
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- varias centidades de I-arginina a los caldos de ferhenta—
cién del dcido IL-glutdmico, siendo las muestras A, By C,
regpectivanente. Lé concentracién de I-arginins en cada

miestra se ensayé por el método del electrodo de acuerd%

con el prosente invento, que ge compard con el valor obtem
obtenido por ambos métodos estaba muy de acuerdo respeptlm
vamente como se muestra en la Tabla 13.

Pabla 13. Bnsayo de la L—arginina en el caldo de fermenta»
cidn del 4cido L-glutdmico.

Muestra Concentracién de L-arginina (g/d1).

Método por el presente Método por cromatografia
invento de 1lfgquidos

1’25 1’ 15
6,37 o 6,44
10,56 - 10,85

BREVE EXPLICACION DE IOS DIBUJOS

Le FPlgura 1 es wna vista en corte gimplificada
del electrodo microbiano indicado en el EJEMPLO 1 equipado
con un electrodo sensiple al oxigeno convencional, que es
adecuado para determinar fuentes de carbono no voldtiles.

Ia Figure 2 es un diagrama esquemético de un
sistems de determinacidén que emplea el electrodo microblar
no de la Figura 1.

la Figura 3 es una grafica que indica la rele-
Icidn entre el lapso de tiempo y la concentracidén del oxi-
geno disuelto (indicacidn relativa) cuando se inyecta
1,12% (p/v) de soluciénAaouOSa de glucosa en la pila de

flujo a un caudal de 0,1 ml/minuto cambiando consecutive=|’
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- mente las anchuras de impulsos.

‘segundos (309C) en un intervalo de 30 mimutos (indicdndo-

i
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’

Ta Figura 4 es una grafica que indica la rela-
cién entre la concentracién de diversas fuentes de carbonp
(1. Glucosa, 2. Fructosa, 3. Sacarosa, 4. Acido I-glutd-
ﬁico, 5. Lactosa; 6. Trehalosa), ¥y la concentracidn del
ox{geno disuelto (indicacidn relativa) cuando se inyectan
varias concentraciones de diversas fuentes de carbonp'en
la cubeta.de flnjo s wna anchura de impulsos de 30 segun-
dos, en un intervalo ée 5 minutos. _

Ia Figura 5 es una grafica que muestra la aon~
formided del resultado de la determinacién (circulo B;@ncw)
de la concentracidn de una solucidén acuosa de melazas de
cafia de azdcar por el método de este invenio con ia 1nea
tedrica (1lfnea A) que se prepara y se basa en la 1ineé pa+t
trén de la Figura 4.

Ia Pigura 6 es una grédfica que indica la esta-
bilidad del electrodo microbiano de la Figura 1 cuando se
inyecta 0,75% (p/v) de una solucidén acuosa de glucosa en

el gsistema de la'Figura 2 g una anchura de impulsos de 30

se en el eje de abscisas, horas).

Ia Tigura 5 es una vista en corte simplificada
de ung modificacidén del electrodo microbiano equipado con |
un electrodo sensible al oxigeno convencional indicado en

el Ejemplo 2 que es adecuado para determinacidén de fuentes

de carbono voldtiles.

’

La Figura 8 es un diegrama esquemdtico de un sig
toma de determinscidn que emplea el electrodo microbiano

de la Figura 7.

La Pigura 9 es una grifica que muesira la rela-
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- o16n de la concentracién del deido ecético (mg/1) v la

vencional indicado en el Ejemplo 3; que es adecuado'pafa

Hoju ntim. 4‘0

disminucidén de la corriente (mA) indicada en el Ejemplo 2}
Ia Flgura 10 es una gréfica que muestra la con-
fbrmidad de 1os resultados del presente médtodo (el eje

dé abscisas) con el de la cromatografia gaseosa (eje de

L

ordenada) cuando se determina una muestra de soluciég,agé
pa de dcido acdtico. : . \
le Figura 1l es unea vista eﬁ corte simplifidada
de une modificacién del electrodo microbieno equipado con
un electrodo sensible al didxido de carbono gaseoso con-
la determinacién de L-aminodeido. -
Ia Figura 12 es un diagrama esquemgtico de un
sistems de determinacién que emplea el electrodo miorbiiab
no de la Pigura 1l. . , .
Ta Figura 13 es una gréfica que indica 1a reia~

cién entre la fuerza electromotriz (en mV) y la concentrd
cidn de soiucién acuoss de dcido L~glutdmico cuando se
inyectan consecutivemente varias concentraciones del dei~
do al caudal de 1 ml/minuto con uns anchura de impulsos
de 3 minutos en la cubeta de flujo de la Figurs 12,

Ia Figura 14 es una gréfica que muestra la con-
formidad de 1los resultados de la determinscién de la Figiu=-
ra 13 con la 1lfnea tedrica calculada por la ecuacidn de

Nernst,
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REIVINDICACIONES

Tos puntes de inveneidn propia y nueva que se pre-
sentan para que seen objeto de esta sclicitud de Patente de
Invencién en Espatia, por VEINTE gfios, son los que se re“c‘;ééen
en las reivindicaciones siguientes:

12, Un método ‘para determinar la concentracidén de
una, fuente de carbono y wn I-amino4cido en wn medio de cul-
tivo !'o solucidn de caldo cultivado, que comprende las ope-
raci%nes dé: (a) poner en contacto dicha solucién aerbbica~

mente, en el caso de wng fuente de carbono o anaerdbicanen~

 te en el caso de wa L-aminodcido, con wn electrodo micro-

biane que consiste en células microbianas fijadas o nicro~
organismos inmovilizados y wn electrodo sensible al oxi’ge-?
no en el ceso de na fuente de carbono o un electrodo sensi.
ble 21 dibéxido de carbono gaseoso en el cagso de un L-amino-
ficido, miendo capaces dichas células microbisnas o microor-
ganismos inmovilizados de }netabolizar aerébicamente dicha
fuente de carbono y consumir con ello el oxigeno de dicha
solucidn; o capaces de descarboxilar anaerébicamente a di-
cho I~aminofcido y liberar por tanto didxido ge carbono en
dicha solucién; (b) medir electroquimicamente la velocidad
de disminucidén de la corriente o la disminucién de la co-
rriente en estado estacionario. debido el consumo de oxi-
geno pox dichas c6lulas microbianas o microorganismos, que

corresponden a la concentracién de dicha fuente de carbono,

0 medir la fuerza electromoiriz generada por la liberacién
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del diéxido de carbono dehido a la descarboxilacién por di-
chas células microbianas o microorgenismos, gque responden g
la concentracién de dicho I-aminodcido; y (e¢) determinar o
registrar con ello la concentracién de dic;ha fuente de car-
bono o dicho aminodcido en dicha. solucidn.

22,~ Un método segln la reivindicacién 12, en el
que, cuando dicha fuente de carbono es volédtil o no voldtil,
dicho microorganismo se fija a la superficie del diafraé’ha
de dicho electrodo sensible al oxigeno y se cubre con unva.‘
membrana dispueste sobre 6l.

38,~ Un método 'segﬁn lae reivindicacién 12, en cl
que, cuando dicha fuente de carbono es no volétil, dichs
memf;rana se’ selecciona entre el grupo consistente en mem-
branas de celofén, de acetil-celulosa y semipermeables, fil-
tro de Milipore y red de nylon con poros capaces de atrapar
8 Gichos microorganismos.

48,- Un método segim lg reivindicacidn 33, en el
que dicha fuente de carbono no volatil es wn azdcar.

, 52,~ Un método segin la reivindicacion 32, en el
gue, cuando dicha fuente de carbono es voldtil, diclia mem-
brana es permeable a los gases ¥ se selecciong entre el
grupo consistente en membranas de Teflon poroso, silicona,
polibutadieno y polietileno.

68, ~ Un método segin la reivindicacidén 12, en ell
que, cuendo se determina la fuente de carbono, la nmedicidn
de dicho consumo de oxigenc; se efectia determinando lg ve-

locidad de disminucidn de la corriente en dicho electrodo

| sensible al oxigeno.

78.~ Un método segim la reivindicacién 1%, en el

que, cuando ge determina la fuente de carbono, la medicién
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de dicho consumo de oxigeno se efectda determinendo la dis-
Fninucidén de la corriente en estado estacionario de dicho
e;ecfpodo sensible al oxigeno,

. "~ 82,~ Un método segin la reivindi;aéién 18, en el
que, cuando se'dgﬁermina un L-aminodcido, dicho microorga~
nismo se une d;}ectamente, 0 después de ser fijado en una ma
triz sélida, a la superficic del diafragma de dicho electro
do sensiblg al didxido de carbono gaseoso y se cubre ccn. -
una membrapa dispuesta sobre é41.

98,- Un método segin la reivindicacién 828, en 21
que dicho microorganismo es una célule microbiana.

102,~ Un método segin la reivindicacidn 82, en el
que?dicha membrana es una membrana de didlisis selecciona-
da entre el grupo. consistente en membranas de celofédn, de
acetil-celulosa y semipermeables, f£iltros de Milipore y re-
deg de nylon con microporos capaces de atrapar a dicho.mi-
croorganismo. |

1l2,- Un método segiin la reivindicacidn 12, en el
gue dicho L-ezmino4cido es un 4eido L-glutdmico.

: 128,~ Un método para determinar la concentraciﬁn
de una fuente de carbono y un L-aminodcido en un medio de
cultivo.

Tal y como se he descrito en la Memoria que antecg
de y para los fines que se hen especificado.

Eata Memoria consta de CUARENTA Y TRES hojas'egeri-

tas a mdquina por una sola cara.

14, DiC.1879

Madrid,
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