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RESUMEN

En Escherichia coli la sintesis de los aminodcidos
aromaticos fenilalanina, triptéfano y tirosina se lleva a cabo
a través de la Via comin del Siquimato; en donde a partir del
corismato (Gltimo precursor coman), sSe produce‘ una
ramificacién metabélica que conduce a la sintesis de cada
aminoidcido. Esta via estd sujeta a mecanismos de regulacidn.
La alteracién o remocidén de éstos mecanismos de control, se
han utilizado con el fin de ;eleccionar cepas sobreproductoras
de triptdéfano. Con base en 1lo anterior, en el presente
trabajo, se obtuvoe la cepa E. coli Beta auxbétrofa a
fenilalanina y a tirosina que sobreproduce triptéfano. Esta
mutante Se obtuvo del tratamiento mutagénico con
Nitrosoguanidina a partir de la cepa E. coli S27 auxétrofa a
fenilalanina.

Se aislaron 4 mutantes dobles auxdétrofas a fenilalanina y a
tirosina, las cuales fueron valorédas en su crecimiento.y
produccién mediante cinéticas de 24 h en un medio minimo de
cultivo. Se selecciond a 1la cepa Beta considerando el
rendimiento y produccién de triptéfano presentado. La cepa
Beta mostré un incremento en la sintesis de triptéfano del
274% vy un aumento en el rendimiento de 3 veces con respecto
a la parental E. coli S27. De lo anterior, se puede concluir
que debido a la condicién de doble auxotrofia de la cepa Beta,
se canalizdé la mayor parte de moléculas de corismato hacia la

via especifica de triptéfano



INTRODUCCION
Escherichia coli es un bacilo gue habita en el tracto
intestinal del hombre y otros animales; es un organismo
protdtrofo, es decir, que tiene la capacidad de producir todos
los componentes necesarios para su desarrollo a partir de

precursores simples.

Las células de E. coli son metabdlicamente versétiles,
pueden utilizar como fuente de carbono no solamente glucosa
sino también otros azicares, ya dque poseen enzimas gque
convierten éstos carbohidratos en componentes que son
aceptados en las vias
metabbélicas centrales. Asi mismo, E. colli puede utilizar el
amoniaco como fuente de nitrdégeno para la sintesis de
aminodcidos, nucledtidos y otros compuestos nitrogenados.

La sintesis de aminodcidos esti coordinada con los
requerimientos de la célula, por lo tanto, una disfuncién en
la produccién de algln aminodcido indica un descontrol
metabélico.

Los aminodcidos aromiticos fenilalanina y triptéfano que
son sintetizados por bacterias, plantas, hongos y algas, son
aminodcidos esenciales debido a que no los sintetizan los

animales y el hombre (Atkinson, 1977).



VIA COMUN DE SINTESIS DE AMINOACIDOS AROMATICOS

Los aminodcidos aromdticos tirosina , fenilalanina vy
triptéfano se sintetizan por la via comin del Siquimato la
cual consta de 7 enzimas, a través de ésta el curso del
carbono es controlado. La via inicia con la condensacién de la
D~eritrosa-4~fosfato y el fosfoenolpiruvato para producir un
compuesto de 7 carbonos: 3-desoxi-D- arabino-heptulosonato-7
fosfato (DAHP) y fosfato inorganico, ésta reaccidén es
catalizada por 1la DAHP sintetasa (Srinivasan y Sprinson,
1959) .

E1l DAHP se cicla a acido 5- deshidroquindénico poseedor de
un anillo alifitico de 6 carbonos, el cual se convierte a
acido siguimico y éste da origen al acido corismico después de
varias fosforilaciones (fig. 1). A partir del acido corismico
se produce una importante ramificacién metabdlica : a) una de
las ramas 1lleva a 1la sintesis del &cido antranilico y
posteriormente a triptéfane, b) la otra rama conduce a la
formacién del &cido prefénico el cual se aromatiza ya sea
formando el &acido fenilpirtvico precursor de la fenilalanina
o bien sintetizando el &cido p-hidroxifenilpirtivico, precursor

de la tirosina (Deeley y Yanofsky, 1981) (fig. 2).



En E. coli existen 3 isoenzimas de la DAHP sintetasa

DAHP (tir), DAHP (fen) y DAHP (trp) siendo todas

retroinhibidas en sus actividades por tirosina, fenilalanina

y triptéfano respectivamente (Doy y Brown, 1965).



Fig. 1 VIA COMUN DEL SIQUIMATO DE SINTESIS DE AMINOACIDOS
AROMATICOS.

Genals} que codificain} para RUTA BIOSINTETICA Y ENZIMAS QUE INTERVIENEN
law enzimas indicadas

FOSFOENOLPIRUVATO + ERITROSA 4FOSFATO

aro F
aro G 3-Deaxi-D-arabina heptulosonato
aro H 7-tasfato sintatasa
3-DEOXI-D-ARABING HEPTULOSONATO 7-FOSFATO  IDAHP)
aro 8 3-Dehidroquinato sintatasa
3-DEHIDROQUINATO
3-Dehidroquinato dehidratasa
aro D
3-DEHIDROSIQUIMATO
aro £
Siquimato deshidrogenasa
SlQuIMATO
aro L Siquimato quinasa
A
SIQUIMATO 3-FOSFATO
5-Enolpiruvalsiquimato
arg A l 3-fosfato sintetasa
S-ENOLPJRUVOLSIQUIMATO-3-FOSFATO
aro € l’ Corismato sintetasa

CORISMATO

{Gibson y Pittard, 1968)



Fig. 2 VIA ESPECIFICA DE SINTESIS DE AMINOACIDOS

AROMATICOS
CORISMATO
+ ¥
ANTRANILATO
PREFENATO ;
l 1 Fosfortibosil
. antranilato
Fenilpiruvato 4-Hidroxifenilpiruvato ‘
l l 1-Deoxirribulosa
5-fosfato
Fanilalanina Tirosina ‘
Indolglicerol
fosfato
Triptéfano

{Glbson y Pittard, 1968)




La DAHP sintetasa (fen) es inhibida "in vitro" en un 50%
por L-fen (McCandliss y col., 1978), la DAHP sintetasa (tir)
es inhibida en un 50% por 20 uM de tirosina (Dusha y Deenes,
1976). La tirosina es un inhibidor competitivo con respecto a
fosfoenolpiruvato (Schoner y Herrman, 1976); mientras que la
isoenzima DAHP sintetasa (trp) es sb6lo parcialmente inhibida
por triptéfano (Pittard y col., 1969) . La inhabilidad de
triptéfano de inhibir totalmente la DAHP sintetasa (trp)
asegura un suministro suficiente de corismato para 1la

biosintesis de los aminodcidos aromaticos.

En células silvestres de E. coli el 80% de la actividad
de la DAHP sintetasa es llevada a cabo por la iscenzima
sensible a fenilalanina (Jensen y Nasser, 1968) y 20% es dada
por la enzima sensible a tirosina, habiendo sélo indicios de
la DAHP sintetasa de triptéfano, ya que ésta es sintetizada en
cantidades mucho menores que las otras isoenzimas (Pittard,
1969). Los genes estructurales para éstas enzimas son aro G,
aro F (Brown, 1968) y aro H respectivamente (Pittard, 1969).
La expresioén de aro F y aro G estan controladas por represién
con la participacién del represor de tirosina (tyr R)
uniéndose como correpresor tirosina en ambos casos (Brown y
Somerville, 1971). La expresién de aro H es controlada por
represién involucrando el producto del gen trp R (Ogino y

col., 1982).



BIOSINTESIS DE TRIPTOFANO

El triptéfano es el segundo menos abundante de los
aminodcidos constituyendo el 1 % de la masa de la proteina.
(Nichols y col., 1981). La biosintesis de triptéfano a partir
de corismato procede igual en la mayoria de los organismos gque
lo producen segin el esquema de la figura 2. Pero entre los
diferentes géneros , es notable la diversidad de los
mecanismos biosintéticos empleados por las enzimas de .la via
triptéfano, asi como sus mecanismos regulatorios. En una
especie, un paso en particular puede ser catalizado por una
proteina producto de un sélo gen, mientras que en otra especie
distinta, la misma reaccién puede ser catalizada por una
proteina multimérica codificada por 2 genes (Crawford, 1975,
1980). Por ejemplo, las variacione;\ en los mecanismos
regulatorios de las enzimas biosintéticas de triptéfano en
E.coli (Ito y Yanofsky, 1966) y Salmonella typhimurium (Ito y
Yanofsky, 1969), donde ei complejo formado por la antranilato
sintetasa y antranilato fosforribosiltransferasa es inhibido
por triptéfano; en contraste, en Brevibacterium flavum, la
antranilato fosforribosiltransferasa es inhibida por
triptéfano sin formar el complejo con la antranilato sintetasa

(Sugimoto y Shiio, 1983).



El operon de triptdfano posee 5 genes estructurales, los
cuales codifican las enzimas biosintéticas de triptéfano a
§artir de corismato. Estos genes son transcritos como un ARNm
policistrénico, el <cual es traducido en las enzimas
responsables de la sintesis de triptéfano (fig. 3) (Sen y Liu,

1990).



ENZIMAS DE LA VIA DE TRIPTOFANO

ANTRANILATO SINTETASA: Llamada también componente I,
cataliza la reaccién de corismato y amoniaco a antranilato y
piruvato. Fisiolégicamente, el amoniaco es generado in situ
por corte del anillo amido de 1la glutamina, con la
intervencién de la enzima intermediaria  Glutamina-
amidotransferasa (glutaminasa), ésta dirige el amoniaco dentro
de la sintesis de triptéfano y es codificada por el gene trp
G, mientras que la antranilato sintetasa es codificada por
trp E.

En E.coli y en S. typhimurium la glutaminasa es parte de
una proteina bifuncional. Los dos dominios de ésta proteina
ademds catalizan la conversién de antranilato a fosforribosil
antranilato, mientras que en Neurospora crassa, la actividad
glutaminasa es parte de una proteina que convierte
fosforribosil antranilato a indolglicerol fosfato.

En E. coli y S. typhimurium 1la actividad de la
glutaminasa y de 1la .fosforribosil transferasa pueden ser
inhibidas por triptéfano. La antranilato sintetasa es 1la
enzima mds sensible a retroinhibicién en la via, debido a gue
posee un sitio especifico de unién al triptéfano , el efector

fisiolégico.



Estos organismos regulan efectivamente la cantidad de
corismato que es canalizado hacia la via biosintética de
triptéfano. La inhibicién de antranilato sintetasa por
triptéfano es competitiva con respecto a corismato tanto en

células silvestres

como en mutantes sin sentido (mutantes que forman proteinas no
funcionales debido a la aparicidn prematura de uno de los tres
codones de terminacién en el ARNm) (Pabst y col., 1973), donde
los sitios de unién al ligando han sido alterados; sin
embargo, éste hecho no significa que el corismato y el

triptéfano son ocupantes alternativos del mismo sitio.

ANTRANILATO FOSFORRIBOSIL TRANSFERSA: Esta enzima es el
componente II de la antranilato sintetasa, llamada asi porque
con ella forma un complejo tetramérico I, II,. La fosforribosil
transferasa es codificada por el gene trp D, la cual carece de
la capacidad intrinseca de unir al tript6fano por si mismo.En
E.coli la fosforribosil transferasa es bifuncional teniendo
dos dominios: uno con actividad amido transferasa y el otro
cataliza la condensacién de antranilato con ribosa 5~ fosfato
formando un complejo con fosforribosil pirofosfato (Nichols y
col., 1980).

La sintesis equimolar de antranilato sintetasa en su
componente I y II estd gobernada por acoplamiento traducciﬁnal

(Openheim y Yanofsky, 1980),en éste mecanismo la traduccién
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del ARNm del gen trp D requiere la eficiente traduccién del
final del ARNm de trp E. Esta idea estd relacionada con el
hecho de que 1la regidén intercistrénica trp E-trp D se
superpone empezando y deteniendo codones.

Los centros cataliticos de 1la antranilato sintetésa son
retroinhibidos por triptéfano sélo cuando forman el agregado
tetramérico. Esto se atribuye a los cambios conformacionales
de todas las subunidades del agregado siguiendo la unién de
triptéfano al componente I, proteina codificada por el gene
trp E. E1 producto del gen trp D no tiene capacidad intrinseca

de unidén al triptéfano (Pabst y col., 1973).

FOSFORRIBOSIL ANTRANILATO ISOMERASA-INDOL GLICEROL
FOSFATO SINTETASA : En E. coli el gen trp C codifica para un
polipéptido Dbifuncional cuyos 2 dominios (un dominio
indolglicerol fosfato y el otro isomerasa) catalizan 2
reacciones secuenciales:

a) Rearreglo de Amadori- de fosforribosil antranilato a 1~-(0-
carboxi-fenilamino) 1- desoxiribulosa- 5- fosfato.

b) La descarboxilacién y «cierre del anillo de éste
intermediario a indol glicerol fosfato, el precursor inmediato
de triptéfano.

Los dos centros activos son distintos y no se traslapan.
(Creighton, 1970). En otros organismos esta enzima es
monofuncional y es codificada por el gen trp F. (Kirschher y

col., 1980).

11



TRIPTOFANO SINTETASA : Esta proteina es codificada por
los genes trp A y trp B. En procariontes ésta enzima es un
tetramero con 2 subunidades ¢ y 2 subunidades B de cadenas
idénticas. E1 tetrémero a,B, cataliza 1la conversién de
indolglicerol-fosfato y serina a triptéfano y gliceraldehido-

3-fosfato, cada subunidad cataliza una reaccién parcial:

Subunidad a: cataliza la conversién reversible de indol
glicérol fosfato a indol y gliceraldehido 3-fosfato.
Subunidad B: lleva a cabo la condensacién de indol y
serina a triptéfano (Miles, 1979).
La triptéfano sintetasa de eucariontes primitivos como
Saccharomyces cerevisiae cataliza las mismas reacciones
parciales pero los centros cataliticos estdn organizados de

diferente manera (Zalkin y Yanofsky, 1982).

12



ESQUEMA DE LOS GENES QUE CODIFICAN LAS ENZIMAS

trp

trp

trp

trp

trp

ty

BIOSINTETICAS DE TRIPTOFANO

GENE

+ trp G

+ trp B

13

ENZIMA

Antranilato

Sintetasa

Fosforribosil
Antranilato

Transferasa.

Fosforribosil
Antranilato

Isomerasa.

Indolglicerol-
fosfato

Sintetasa

Triptdfano

Sintetasa.



REGULACION DE LA SINTESIS DE TRIPTOFANO

La biosintesis de triptéfano esta regulada‘por 2
mecanismos de control:

1) REGULACION DE LA EXPRESION GENICA:

a) Por represién

b) Por atenuacién.’

Zi REGULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA:

Por inhibicién por producto final (triptdéfano)
principalmente de la antranilato sintetasa (Somerville,
1965) .

a) Represidén

El operon de triptéfano abarca un segmento de 7000
nucleétidos (fig. 3a). Consta de 5 genes estructurales: trp E-
trp G/D-trp C/F - trp B- trp A (Yanofsky y col., 198la) , los
cuales codifican las enzimas que sintetizan al triptéfano‘a
partir de corismato, Gltimo precursor comin como se acaba de
describir. Una proteina represora, producto del gen trp R (se
encuentra fuera del operon trp) (fig. 3b), regula la
iniciacién de la transcripcién. La 1iniciacién de 1la
transcripcién en el promotor de trp esta regulada por la
interaccién del Represor-Operador; si el operador (un segmento

de ADN de 22 pb del promotor) es ocluldo por el represor de

14



trpL trpE troG/D  trpC/F trpB  trpA

P
a) T T T 1T 1T T 1
o

promotor trpL atenuador  trpEDCBA
operador
Sitio de iniciacion Sitio de la terminaci6n
de 1a transcripcion ds ia transcripcién

Sitio de pausa de
la transcripcion

b)

aroKFtyrA pheAO

Fig. 3

a) Esquema del operén de trp de E. Coli., que muestra los genes reguladores
y estructurales. La iniciacién de la transcripcion es controlada en la regién
promotor-operador. La terminacion de la transcripcion es regulada en el
atenuador (a), llamada region lider, trpL.

b) Mapa genético de E. Coli K-12 que muestra loci relevantes en éste trabajo.



triptéfanc (trp R), la ARN polimerasa no puede formar un
complejo productivo con el promotor y la transcripcién no se
efectda (Zalkin y col., 1974). La unién del represor al
operador es controlado por triptéfano; cuando hay niveles
suficientes de éste efector, la interaccidn represor-operador
se favorece, cuando el triptéfano estd ausente, la unién

represor-operador no ocurre (fig. 4).

b) Atenuacién

Ademas del mecanismo de control por represién, algunos
operones microbianos poseen un segundo mecanismo llamado
atenuacién, el cual influye fuertemente en la expresién de los
genes. El operon de triptéfano de E. coli contiene una regidn
reguladora de la transcripcién, el atenuador (Yanofsky, 1971;
Platt, 1978), el cual estd situado dentro de la regidén lider
(162 nucledtidos) entre el sitio de iniciacién de 1la
transcripcién y el primer gen estructural trp E. (Yanofsky,

1981a).

CARACTERISTICAS DE LA REGION ATENUADORA
1) Contiene una secuencia para la unién al ribosoma (AUG)
y un sitio de iniciacién para la sintesis de una cadena
polipeptidica, el péptido lider (pequefio péptido que
contiene un segmento que corresponde a la estructura de
terminacién, la cual es reconocida por la ARN

polimerasa como sefal ocurriéndo asi la atenuacién).

16



2} Enseguida posee codones para 14 aminoacidos, entre

los cuales se encuentra una bateria de 2 codones para
triptofano.

3) Después de la serie de codones, se encuentran las
sefiales de terminacién de la transcripcién .

4) Finalmente, antes del inicio del primer gene
estructural (trp E), se encuentra una zona con simetria dual,
seguida por una secuencia rica en G-C.

Si los niveles de triptéfano y el ARNt'™ son suficientes, los
ribosomas son capaces de éintetizar el péptido lider
formandose una horquilla terminadora en el ARNm, por tanto, la
ARN polimerasa la reconoce y termina la transcripcién en el
atenuador (Yanofsky, 1981b). Sin embargo, si bajan los niveles
de triptéfano y de ARNt'P, los ribosomas se detienen en la
regién de codones en bateria de trp, ésto evita la formacién
de la horguilla de terminacién del ARN lider ejerciendo un
efecto requlatorio; por ello, la ARN polimerasa prosigue con
la transcripcién hacia el primer gen estructural del operon.

(fig. 5)
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Retroinhibicién (Inhibicién por producto final)

Este mecanismo regulatorio afecta las actividades cataliticas
de las enzimas alostéricas de la via biosintética . La primera
enzima de la via (antranilatoc sintetasa) es inhibida por
triptéfano, el producto final. Cuando la célula tiene
suficiente triptéfano, éste se une al sitio regulatorio de la-
enzima, alterando la conformacién activa de la misma vy
deteniendo 1la sintesis de posteriores moléculas de

antranilato.
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Fig. 5 Representacion del mecanismo de la region del atenuador. Antes de que
termine !a transcripcion de 1a regién, el ARN lider formado se empieza a traducir. La
zona de codones y en especial, la presencia de codones en bateria de triptéfano
tiene un papel importante en la conformacion secundaria de! ARN lider, y ésta, a su
vez, regula la terminacién de la transcripcion al final del atenuador o permite que la
ARN polimerasa prosiga con el primer gene estructural.



SISTEMAS DE TRANSPORTE DE AMINOACIDOS DE Escherichia coli.

La bacteria ademds de sintetizar aminoadcidos puede
tomarlos del medio de manera activa (Kepes y Cohen, 1962). Los
sistemas de transporte de aminodcidos estan localizados en la
membrana citoplasmatica Y tienen funciones tanto
quimiotadcticas como de barreras funcionales para mantener un
depdsito interno de aminodcidos (Anraku, 1975a,b).

Las actividades de los sistemas de transporte son
estimuladas estereocespecificamente por proteinas fijadoras
periplasmaticas que actian como efectores (Anraku, 1968).
Existen 20 sistemas de transporte en E.coli K-12. E1l
transporte comin de fenilalanina, triptdéfano y tirosina es
inhibido por altas concentraciones de histidina, leucina y
metionina; dicha actividad esta controlada por el gen aro P
(Brown, 1970, 1971). Los sistemas de transporte en E. coli son
dependientes de energia vy selectivos hacia 1las vias
especificas de aminoacidos. En mutantes de E. coli T;A
deficientes de triptofanasa, el sistema de transporte
especifico de triptéfano es estimulado por Mg? e inhibido por
glucosa y piruvato. Boezi y DeMoss (1961) sostienen que la
glucosa o el piruvato , al ser utilizados como fuentes de
energia; sirven como precursores de un compuesto, el cual
inhibe la actividad del sistema responsable de la acumulacién

de triptéfano.
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Tres permeasas transportan triptéfano del medio al
citoplasma: el primero un sistema de transporte general de
aminodcidos aromdticos con alta capacidad de transporte y con
una amplia especificidad (Brown, 1970; Kuhn y Somerville,
1974) . La segunda, un sistema especifico para triptéfano y
ciertos andlogos de triptéfano y la tercera es una permeasa

catabdlica (Boezi y DeMoss, 1961).
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USOS DE LOS AMINOACIDOS

Los aminodcidos se han utilizado como suplementos
alimenticios, tal es el caso del glutamato usado como
sasonador y la lisina y D-L-metionina como aditivos en la
comida animal.
Un tipico ejemplo de uso terapéutico, son los sueros
intravenosos de aminodcidos que suministran los nutrientes
antes y después de tratamientos quiridrgicos, asi como el uso

de ornitina y arginina para enfermedades hepaticas.

ANALOGOS DE AMINOACIDOS
Una amplia gama de andlogos sintéticos o aislados de la
naturaleza se han utilizado con el fin de seleccionar mutantes

regulatorias o crear cepas sobreproductoras de aminodcidos.

Los andlogos pueden actuar como:
a) Falsos correpresores impidiendo la transcripcién de las
enzimas biosintéticas
b) Falsos inhibidores por producto final de enzimas
requlatorias, c¢) El andlogo puede incorporarse dentro de la

proteina alterando su conformacién bioldgica.

Los anadlogos de metabolitos generalmente son téxicos
para la célula, son usualmente empleados en organismos
silvestres, con el fin de dilucidar los pasos enzimdticos

dentro de una via de sintesis . En muchos casos los blancos

24



del andlogo dentro de la maquinaria metabélica de las células
son desconocidas; frecuentemente, algunos procesos llegan a

ser inhibidos inmediatamente.

5~METIL TRIPTOFANO (5-MT). Este andlogo es degradado por la
triptofanasa , enzima que degrada el triptéfano a indol,
amonio y piruvato (Snell, 1975). E1 5-MT funciona como un
falso correpresor del operon de triptéfano, y como un falso
retroinhibidor de la antranilato sintetasa (Moyed, 1960). La
hipersensibilidad a 5-MT es wuna combinacién de falsa
retroinhibicién y falsa represién, disminuyendo la capacidad
catalitica para una o varias enzimas biosintéticas de
triptéfano. Las alteraciones en el gen trp E, que reducen la
suceptibilidad de la antranilato sintetasa a retroinhibicién
por triptéfano, se han distinguido por aumentar su resistencia
a 5-MT (Somerville y Yanofsky, 1965). En mutantes trp R , los
niveles de las enzimas de triptéfano son de 10 a 20 veces mas
altos que en las células silvestres, atn cuando las células
fueron cultivadas en medio con exceso de triptdfano; y son
distinguidas con facilidad porque ellas excretan triptéfano.
Los niveles intracelulares elevados de enzimas de triptéfano,
particularmente antranilato sintetasa, facilitan a las células
a seguir canalizando corismato Aacia la sintesis de
triptéfano. Mutantes ¢trp R resistentes a 5-MT han .sido
aisladas en E. coli (Ito y Crawford, 1965) y en S. typhimurium

(Bauerle y Margolin, 1966). La incorporacién del 5-MT dentro
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de la proteina parece‘ser especifica en las especies. Ha sido
reportada la incorporacién en Bacillus  subtilis y

Staphylococcus aureus. {(Barlatti y Ciferri, 1970)

SULFAGUANIDINA (SG). Las sulfonamidas son andalogos que inhiben
a la dihidropteroato sintetasa competitivamente con respecto
a p- aminobenzoato, el cual es sintetizado a partir de
corismato.

Se han seleccionado mutantes sobreproductoras de triptéfano de
los géneros Corynebacterium y Brevibacterium por su
resistencia a sulfaguanidina. Esto fue causado por 1la
eliminacién parcial del control de la retroinhibicién de 1la
antranilato sintetasa en la via especifica de triptéfano.

(Shiio y col., 1984).
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METODOS DE PRODUCCION DE TRIPTOFANO

Hay 4 métodos basicos en la produccién de aminoacidos:
Extraccién, la Fermentacién directa, Conversién enzimatica y

Sintesis Quimica.

La fermentacidén microbiana ofrece la ventaja de producir
L-isémeros de aminodcidos bioldgicamente dtiles; se han
utilizado cepas como Escherichia coli (Shiio y col., 1973),
Brevibacterium flavum (Shiio y col.,1982) y Corynebacterium
glutamicum (Hagino y Nakayama, 1975) para la produccién de
triptéfano. Los procesos de fermentacidn son subclasificados
en a) Fermentacién directa: métodos que utilizan glucosa u
otro azicar como Gnica fuente de carbono empleando cé&lulas de
tipo silvestre o mutantes.

b) Adicién de precursores: Proceso microbioclégice que
involucra ademds de la fermentacién del azicar, la conversién

de precursores a aminodcidos.

La hiperproduccién de aminodcidos por mutantes
auxétrofos, usualmente involucra la pérdida parcial o total
de 1la retroinhibicién y/o represién de las enzimas
regulatorias, por la falta de los aminoidcidos que actdan como
efectores. El primer uso de mutantes reqgulatorias fue en la
produccién de treonina por E. coli y Brevibacterium fiavum

siendo éstas resistentes a un andlogo de treonina (a-amino-B-
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hidroxivalerato) (Shiio y Nakamori, 1970). En cuanto a la
produccién de triptéfano, se han utilizado andlogos como 5
Metil-triptéfano y Sulfaguanidina para aislar cepas
sobreproductoras, seleccionadas por su elevada resistencia a
estos analogos, tal es el caso de la mutanté requlatoria E.
coli S27 auxdtrofa a fenilalanina y resistente a 5-MT y SG, la

cual produce 0.5 g/l de triptéfano. (Ramirez, 1994)

Los métodos de extraccidén requieren la purificacién de
aminodcidos de las proteinas hidrolizadas, mientras que en las
sintesis quimicas se forman usualmente mezclas racémicas o
diasteroisémeras de los amino&cidos. Algunos aminodcidos que
no tienen enantiémeros, como la glicina, o gque pueden ser
convertidos de formas D- a L- por los animales, por ejemplo,
metionina o alanina; o gque son dificiles de obtener por
fermentacidén como fenilalanina y triptéfano son producidos por

sintesis quimica. (Komachiya, 1961)

Los métodos enzimaticos consisten en la utilizacién de un
enzima purificada normalmente inmovilizada a un soporte, la
cual sintetiza un producto particular a partir de un sustrato
definido. Se han utilizado enzimas cristalizadas que
catalizan la sintesis de un aminodcido, aparentemente por una
reaccién reversa de eliminacién de la enzima catabbélica. Tal
es el caso de la triptofanasa cristalina de E.coli y Proteus

rettgeri (Yamada y col., 1972b) que catalizan la sintesis de
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L-triptéfano por una reaccién reversa de a,B- eliminacién.
(Nakazawa y Enei, 1972).

Se han aislado del excremento cepas bacterianas gque
poseen enzimas intracelulares, las cuales hidrolizan
asimétricamente a D-~L-5 indolmetilhidantoina a formas
levogiras de triptéfano.

La mejor de ésas cepas convirtié 10 mg/ml de 5-
indolmetilhidantoina a 7.4 mg/ml de L-trp en una produccién

molar del 82% (Sano, y col., 1977).
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JUSTIFICACION

A pesar de los notables incrementos en la produccién de
triptéfano, los costos del triptéfano al igual que de otros
aminoacidos siguen siendo elevados (tabla 1), y su produccién
a éran escala, estd restringida a unos cuantos paises
desarrollados, por lo que el resto de ellos tienen que
importar los productos a fin de satisfacer sus necesidades. En
nuestro pais actualmente existe dependencia hacia el
extranjero en el suministro de triptéfano, por lo que la
implementacidén de un proceso de produccidén propio es una
necesidad prioritaria. En base a lo anterior, en éste trabajo
se plantean como objetivo general y particulares los

siguientes:
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TABLA 1. NIVELES DE PRODUCCION Y PRECIOS DE
VARIOS AMINOACIDOS OBTENIDOS COMERCIALMENTE

AMINOACIDO PRODUCCION ANUAL VIA- PRECIO VENTAS
mundial en toneladas USD/Kg miles USD
LISINA ' 73,000 M $§ 30 $ 220,000
METIONINA 75,000 Q $ 45 $ 330,000
FENILALANINA«+ 300 ME $ 81.0 $ 25,200
TRIPTOFANO 200 M,Q.E $ 69.0 $ 13,800

*M: microbiana, Q: quimica, E: enzimdtica.
«» Racemato

FUENTE: CHEMICAL MARKETING REPORTER (1994)




IT OBJETIVO GENERAL

OBTENER UNA CEPA SOBREPRODUCTORA DE TRIPTOFANO A PARTIR DE
Escherichia coli S-27 AUXOTROFA A FENILALANINA Y RESISTENTE

A 5 METIL-TRIPTOFANO Y SULFAGUANIDINA.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1) Obtener una cepa auxdtrofa a tirosina y fenilalanina partir

de una cepa auxdtrofa a fenilalanina de E. coli S-27.

2) Determinar el efecto de fenilalanina y tirosina sobre el

crecimiento y produccién de triptéfano.

3) Analizar el efecto del pH sobre el crecimiento y

produccién de triptédfano.
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HIPOTESIS

En virtud de la doble auxotrofia a Fenilalanina y a
Tirosina de la cepa obtenida a partir de E. coli 8-27 , se
espera que el corismato, precursor comin para la biosintesis
de los tres aminodcidos aromdticos, se canalice exclusivamente
hacia la dnica.via funcional de amino&cidos aromdticos; la via
de sintesis de triptéfano, lo que repercutird en un aumento en

la produccién de éste aminoacido.
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III MATERIAL Y METODOS

MICROORGANISMO. Se utilizdé la cepa E.coli S-27 auxbétrofa a
fenilalanina obtenida en el Centro de Investigacién vy
Asistencia Tecnolégica del Estado de Jalisco (CIATEJ A.C.)

cuyo fenotipo es Fen-SMTrSGr (Ramirez, 1994).

CONDICIONES DE CULTIVO. Se crecidé la cepa E. coli S~27 en
medio Robinson que contiene por litro 4 g de fosfato de
potasio monobasico, 2.5 g de sulfato de amonio a pH 7.4; 0.1
g de sulfato de magnesio y glucosa a una concentracién del 1
% (ésta se esterilizé por separado a 1.5 Kg/cm, durante 15
min) ademas de los suplementos necesarios de aminodcidos
fenilalanina y tirosina (SIGMA Chemical Co.) a una
concentracidén de 10 pg/ml. A menos que otra cosa se indique,
la temperatura de incubacién fue de 37° C y la agitacidn de

200 rpm.

VALORACION DEL EFECTO DE LA LETALIDAD DE LA N-metil-N-
Nitrosoguanidina (NTG). Para determinar el tiempo éptimo de
incubacién con el mutdgeno necesario para obtener una
mortalidad cercana al 90%, se realizd un ensayo en el que se
crecieron 4 ml de una suspensidén celular de la cepa S-27 en
medio minimo, hasta alcanzar una densidad de 10 8 célulaé/ml.
A éste cultivo se le adicions 1 ml de una solucién de NTG
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(2mg/ml) y se incubdé durante 8,10,12 y 15 min a 37° C.
Posteriormente, se lavaron las células con medio Robinson y se
realizé una dilucién 1:10,000, de ésta suspensidén se tomaron
100 ul y se sembraron en cajas con medio minimo. Una vez gque
las colonias crecieron, se cuantificaron y los datos obtenidos
se utilizaron para establecer el tiempo de tratamiento que
conduce alrededor de un 10% de viabilidad, el cual fue de 15
min, éste tiempo se empled para la obtencidén de mutantes
auxétrofas a tirosina.

Se han aislado mutantes auxétrofas a distintos
aminodcidos utilizando nitrosoguanidina como agente mutagénico
en organismos como Rhizobium japonicum (2lotnikov, 1983),
Escherichia coli (Allderberg, 1965), Corynebacterium
glutamicum (Hagino y Nakayama, 1975), Brevibacterium flavum
(Shiio y col., 1973) y en Hansenula polymorpha (Sanchez, Cea

y Flores, 1978).

OBTENCION ' DE MUTANTES AUXOTROFICAS. E1l pH o6ptimo para 1la
mutagénesis con N-metil-N-nitrosoguanidina en E. coli es
éonsiderado gue es de 5.5 a 6.0 (Allderberg y col., 1965), ya
que las condiciones alcalinas hacen ineficiente la mutacién.

Se inoculd una asada de E. coli S-27 en 10 ml del medio
Robinson durante 12 h., de dicha suspensién se tomé 1 ml y se
agregd a otro tubo con 4 ml de medio dejandose crecer 3 h,
tiempo al cual se agregaron 500 ul del mutdgeno NTG y se

incubé 15 min. Las células se lavaron 2 veces con medio
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minimo; se agregdé 1 ml de medio y se homogeinizé. Estas
células se incubaron 3 h en medio sin fenilalanina. Ensegquida,
para el aislamiento de mutantes auxétrofas, se uso el proceso
de enriquecimiento de 1la poblacidén de auxétrofas con
penicilina (Davis, 1948), adicionando 500 il de una solucién
del antibidético en una concentracién de 100,000 UI/ml, se
incubé de 1.5 a 2 h para provocar lisis celular, ya que 1la
penicilina inhibe 1la Gltima etapa de sintesis de la pared
celular, impidiendo la formacidén de enlaces entre las cadenas
de peptidoglucanos (Strominger, 1973). Las células no lisadas
se colectaron por centrifugacidén lavando 2 veces, 4 ml de éste
medio se agregaron a un medio adicionado con fen-tir

incubandose durante 14 h.

SELECCION DE MUTANTES DOBLES AUXOTROFAS. Las células
provenientes del tratamiento mutagénico se espatularon en
cajas con medio Robinson enriquecidas con fenilalanina y
tirosina, después de realizar las diluciones adecuadas se
sembraron aproximadamente por caja de 200 a 400 colonias. Las
colonias crecidas se aislaron y se sembraron en cajas con
medio Robinson adicionados con cada uno de los siguientes
suplementos: a) fen, b) tir , c) tir-fen y 4) sin aminoacidos.
Una vez que se identificaron a las posibles auxétrofas a
fen}lalanina y tirosina se repitié el mismo proceso hasta
tener 1la seguridad de que efectivamente eran ddbles

auxotrofas.
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Para valorar el rendimiento de las cepas se realizaron

cinéticas de crecimiento y produccién .

ESTABILIDAD DE LAS CEPAS AUXOTROFAS. Una vez comprobada la
auxotrofia de 1las mutantes, se realizaron pruebas para
determinar el grado de estabilidad de la mutacidén, midiendo el
nimero de células revertantes al fenotipo sivestre. Las cepas
auxdtrofas se resembraron cada 7 dias en cajas de medio
Robinson con su suplemento (fen-tir); de la misma forma, se
resembraron en cajas con medio Robinson sin dicho suplemento.
La aparicidén de las colonias en cajas de medio Robinson sin
aminodcido, sirvié como indicador de reversién de las
bacterias al fenotipo silvestre. Este mismo proceso se realizd
en medio liquido, durante el crecimiento del indéculo para las

cinéticas de crecimiento y producciédn.

CINETICA DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE TRIPTOFANO. Se
inoculéd uﬁa asada de cada una de las cepas en 10 ml de medio
Robinson con su respectivo aminodcido incubdndose 12 h .
Después de éste periddo se inocularon 4 ml del preinéculo en
un matraz con 40 ml de medio Robinson suplementado con el
aminodcido y 40 ul del indicador de pH Rojo Fenol (0.1 mg/ml)

(Ramirez, 1994).
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Se valoraron diferentes concentraciones de los
aminodcidos fen y tir (5, 10 y 15 ug/ml) y diferentes pH
(6.5,7.0 y 7.4). Las cepas se crecieron 24 h y se tomé una
muestra cada 4 h para determinar:

a) La poblacién midiendo la densidad dptica a 590 nm

b) La glucosa consumida

c) Concentracién de triptéfano.

Se ajustdé el pH con una solucién de NaCH 2.5 M cada 2 h para
neutralizar la acidez del medio (debida al crecimiento) vy
restaurarlo a su valor inicial aproximado de 7.4. En los casos
en que se determiné el efecto de los distintos valores de pH

se utilizé un amortiguador de fosfatos 0.1 M.

DETERMINACION DE GLUCOSA. La cuantificacién de 1la glucosa
consumida durante la cinética de crecimiento y produccién se
realizé por el método del Acido dinitrosalicilico (DNS)
(Miller, 1959).

-Se tomé 1 ml dg cada muestra de la cinética de
crecimiento, y se centrifugdé 2 min , se separd el sobrenadante
de la pastilla celular y de éste se agregaron 0.5 ml a un tubo
de ensayo. Después se agregaron 1.5 ml de DNS al 1.5 % al tubo
dejandolo en bafio maria en ebullicién 5 min . Posteriofmente
se dejo enfriar y se agregaron 8 ml de agua destilada, después
ée homogeinizé y se leyé a 510 nm en un espectrofotdémetro

Perkin Elmer Mod. D-7770.
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La cantidad de glucosa consumida se calculd cémparéndola
con una curva estdndar. Los estdndares se prepararon con
cantidades de 0.1 a 1 g/l de glucosa, siguiendo el mismo
procedimiento.

La ecuacién de la recta para calcular cantidad de glucosa

y + 0.0341285956
X = —-m-—-—e————em———eo x dilucién
0.515820643

y un coeficiente de correlacidén de 0.997185

DETERMINACION DE TRIPTOFANO. La determinacidn de triptéfano

se calculdé empleando 2 métodos:

A) Ensayo colorimétrico de Underfriend y Peterson (1957)
utilizando el p-dimetilaminobenzaldehido (DMBA).

B) Cromatografia en placa fina.

A) Ensayo colorimétrico del DMBA: Se tomaron 0.5 ml del
sobrenadante libre de células y se agregaron a un tubo de
ensayo de 13 x 100 mm conteniendo 2.5 ml de DMBA al 0.5% en
HCl 12 N . La mezcla se incubé durante 30 min a temperatura

ambiente y en la obscuridad.
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Enseguida se afiadieron 2.5 ml de alcohol absoluto y de 2
a 3 gotas de nitrito de sodio al 0.2% Yy se dejé incubar 30
min. La densidad éptica que resultd del croméforo azul se leyd
en un espectrofotdémetro a 620 nm . Los estandares fueron
preparados de la misma manera y al mismo tiempo, agregando
cantidades conocidas de una solucién de triptéfano, desde 20
hasta 180 ug/ml .
La ecuacién de 1la recta para calcular la cantidad de
triptéfano fue:

y + 3.610959 x 10 2

8.285617 x 10 3

x = cantidad de triptéfano (ug/ml)

Yy densidad 6ptica de la muestra a 620 nm.

Con un coeficiente de correlaciédn de 0.99822.

B) Cromatografia en placa fina: Se realizd sobre placas de
celulosa de 20 x 20 cm y 0.1 mm de espesor (Merck). Se
colocaron alicuotas de 5 ul de la muestra y los estandares
(fen,tir y trp) con una jeringa de 10 gl con 1 cm de
separacién una de otra. Una vez que las muestras se secaron,
se coloc6d la placa en una cdmara de vidrio conteniendo 50 ml
de una mezcla de n-butanol, &acido acético y agua en una
proporcién de 4:1:2. Se dejé correr durante 6 h a temperétura

ambiente. Las placas se secaron a 60 °C durante 1 minuto y en
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seguida se revelaron con una solucién de ninhidrina 0.5% (wW/Vv)

en acetona, el color se desarrolld a 60 °C por 5 minutos.
DETERMINACION DEL RENDIMIENTO (Y p/s). Se define como los
gramos producidos del metabolito (trp) entre los gramos de

substrato (glucosa) consumidos.

gramos de aminodcido sintetizado (trp)

Yp/s = ---

gramos de substrato consumido (glucosa)

(0zilgen, M., 1988)

ANALISIS ESTADISTICO
Se realizdé la prueba ANOVA para confirmar la significancia de

los resultados utilizando el programa Excell 5.0.
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IV RESULTADOS

OBTENCION DE MUTANTES DOBLES AUXOTROFAS

Después de la mutacién con NTG conforme se describié en
Material y Métodos, se revisaron aproximadamente 500 colonias
de las cuales se aislaron 4 mutantes dobles auxdtrofas a
fenilalanina y tirosina obtenidas de la cepa parental 5-27
cuyo fenotipo es Fen- S5SMTr SGr.La frecuencia de mutacién
corresponde al 0.8%.
Las cepas se nombraron con las letras griegas: Alfa, Beta,
Gama y Delta, mismas que después de numerosas resiembras no

presentaron reversién al fenotipo parental.

SELECCION DE MUTANTES SOBREPRODUCTORAS DE L-TRP

Se realizaron cinéticas de crecimiento y produccién de
triptéfano ’en medio Robinson suplementadas con 10 ug/ml de
fenilalanina y tirosina a pH 7.4 como se describe en Material
y Métodos.

Las cepas Alfa, Gama Yy Delta, presentaron producciones de
triptéfano inferiores a la cepa parental S-27 (tabla 2), sélo
la cepa Beta mostré un aumento en la formacién del aminoacido
(445.1 pg/ml), lo que significé un incremento del 74.8% con
respecto a la cepa parental. En 1lo que respecta al
crecimiento, en todas las cepas dobles auxétrofas se observéd
una disminucién en la capacidad de desarrollar biomasa en
comparacién con la cepa S-27; entre las cepas auxétrofas a

42



TABLA 2. Produccién de L-Trp y crecimiento de las
cepas auxotrofas a fenilalanina y tirosina

CEPA L-TRP D.O. * GLUCOSA Yp/s

(ug/mi) (590 nm) (g/1)
ALFA 217.3 2.4 5.7 0.038
BETA 445.1 2.6 8.5 0.052
GAMA 201.1 2.4 4.7 0.064
DELTA 245.3 2.5 8.0 0.031
S-27 2545 3.6 6.6 . 0.039

Las cepas fueron crecidas en medio Robinson durante 24 ha pH 7.4, suplementadas con

10 yg/m! de fenilalanina y tiresina; al tiempo final se evalué el crecimiento, e} triptéfano

producido, la *glucosa consumida y el rendimiento Yp/s por /o8 métodos descritos en
Materail y Métodos.




fenilalanina y tirosina, no se encontraron diferencias
significativas en el crecimiento en las 4 mutantes analizadas.
Contrariamente a 1lo gque ocurrié con la produccidén de
triptéfano, el mejor rendimiento Yp/s se presentd en la cepa
Gama (0.064), seguido de la cepa Beta con un Yp/s de 0.052,
las cepas Alfa y Delta mostraron un Yp/s de 0.038 y 0.031
respectivamente, el cual fue inferior a la cepa S27 (tabla 2).
Se seleccionaron a las cepas Beta y Gama, la primera por
presentar la més alta produccidn de triptéfano y a la segunda
por tener el mejor rendimiento, ambos parametros superiores a
la parental s-27.

El andlisis en cromatografia en placa fina del medio de
cultivo de 1la cepa 8-27, mostro 2 bandas las cuales
coincidieron con los estandares de triptdfano y tirosina,
mientras que por el contrario, en los sobrenadantes del medio
de cultivo de las cepas Alfa, Beta, Gama y Delta, se observd
sélo una mancha, misma que presento un Rf identico al estandar
de triptéfano, éstos resultados evidencian claramente ia
condicién de doble auxotrofia de 1las 4 cepas mutantes
obtenidas a partir de la cepa parental S$-27 auxdétrofa a

fenilalanina.
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DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE CRECIMIENTO Y
PRODUCCION

1) Bfecto de la concentracién de fenilalanina y tirosina:

Se analizd el efecto de la fenilalanina y tirosina sobre el
crecimiento y produccién de triptéfano, se realizaron
cinéticas en matraces como se describe en Materiales vy
Métodos, variando UGnicamente la concentracién de éstos

aminoacidos: 5, 10 y 15 ug/ml.

La cepa S-27 auxdtrofa a fenilalanina,.no mostrd diferencias
estadisticamente significativas en el crecimiento, en las 3
concentraciones de fenilalanina probadas (tabla 3). El perfil
de la cinética de crecimiento mostro una fase logaritmica de
las 0 a las 8 horas, a partir de éste tiempo el crecimiento
disminuyé ligeramente y se mantuvo asi hasta el final de la
cinética (24 h), sin presentar fase estacionaria.

La produccidén de triptéfano por la cepa parental S27 estuvo
parcialmente asociada al crecimiento, ya que la sintesis del
aminodcido aumenté con la feormacidén de la biomasa en las tres
concentraciones de fenilalanina (fig. 6).

La produccién de triptéfano por la cepa parental obtenida en
las tres condiciones probadas no fue siginificativamente
distinta.

La concentracién éptima de fenilalanina por la cepa §-27, para
la sintesis de triptéfano fue de 10 pg/ml con un rendimiento

Yp/s de 0.036 (tabla 3).
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TABLA 3. Efecto de la concentracion de
aminoacidos en la produccion y crecimiento.

CEPA TRIPTOFANO D.O. *GLUCOSA Yp/s
(pg/ml) (590 nm) (g/1)
S-27 a) 221.1 3.72 5.8 0.038
b) 264.4 3.61 7.0 0.036
c) 226.0 3.70 7.1 0.032.
BETA a) 179.0 1.37 2.0 0.090
b) 180.0 3.32 2.8 0.064
c) 404.1 3.27 7.3 0.055
GAMA a) 197.0 1.36 2.7 0.073
b) 133.0 1.91 3.0 0.044
c) 170.0 1.91 5.8 0.029

Las cepas se cultivaron en medig Robinson a pH 7.4 a diferentes concentraciones de
fenilalanina y tirosina: a) 5, b) 10 y c¢) 15 ug/ml. *glucosa consumida, Yp/s: rendimiento.



Fig. 6 EFECTO DE LA FENILALANINA
EN EL CRECIMIENTO Y PRODUCCION
DE L-TRP POR LA CEPA S-27.
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La cepa se crecid en medio Robinson a pH 7.4 como se
describe en Material y Mdtodos. Se tomaron muestras cada
4 h para medir crecimiento (a,b,c) y produccién de
triptéfano (d.e.f) a distintas concectraciones de
fenilalanina y tirasina: 5 (a,dJ, 10 (b,e} y 15 fc.t) pg/mi




El mayor rendimiento por ésta cepa se obtuvo en los cultivos
suplementados con 5 upg/ml, teniendo un Yp/s de 0.038 (tabla
3).

La cepa Beta presentd una etapa de crecimiento
logaritmico desde las 0 h hasta las 8 h, a partir de este
tiempo el crecimiento disminuyo sensiblemente hasta el final
de la cinética, en las tres concentraciones de fenilalanina y
tirosina (fig. 7). El crecimiento fué ligeramente menor en el
cultive suplementado con 5 ug/ml de los aminoadcidos. La
formacién de biomasa estuvo asociada a la sintesis de

triptdéfano como se observa en la grafica de la fig. 7.
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Fig. 7 EFECTO DE LA FENILALANINA'Y
TIROSINA EN EL CRECIMIENTO Y
PRODUCCION DE L-TRP POR LA CEPA BETA.
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La cepa se cultivd en medio Robinson a pH 7.4 como se
describe en Material y Métodos. Se tomaron muestras cada
4 h para medir crecimiento (a,b.c) y produccidn de

triptéfano (d,e,f) a distintas concentracionas de

fenilalanina y tirosina : 5 (a,d), 10 (b.e) y 15 (c,f) ug/ml



La mejor produccidén de triptéfano (404.1 ug/ml) se obtuve a
una concentracion de 15 ug/ml de fenilalanina y tirosina. Esta
sintesis representa un 58.8% mas produccién de triptéfano con

respecto a la cepa parental S-27.

La cepa Beta doble auxétrofa presentd un alto rendimiento
Yp/s (0.090) en el cultivo con 5 ug/ml, ya que al haber un
reducido crecimiento, por consecuencia, repercutidé en un bajo
consumo de glucosa del medio.

Como se observa en la fig. 7, la sintesis de triptéfano
por la cepa Beta estuvo asociada al crecimiento, ya que éstos
factores aumentaron concomitantemente en el cultivo con 15
#g/ml de suplementos. Tambien fue posible apreciar una nula
diferencia en la produccién de triptéfano en los cultiveos con
5y 10 pg/ml de los aminodcidos, sin embargo, la diferencia de
suplemento afectd notablemente el crecimiento de ésta cepa
(tabla 3).

El crecimiento de la cepa Gama fué muy pobre (tabla 3),

como consecuencia, la produccién de triptéfano fué escasa, ya

que como se observa en la fig. 8 ambos parametros estéan

parcialmente asociados.

La cepa Gama presenté su mayor sintesis de triptdfano cuando
se cultivé con 5 ug/ml de los suplementos , asi mismo, en ésta
condicién presentd su mayor rendimiento Yp/s de 0.073,
evidentemente debido al escaso consumo de glucosa (2.7-g/l)

(tabla 3).
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Fig. 8 EFECTO DE LA FENILALANINA'Y
Y TIROSINA EN EL CRECIMIENTO Y
PRODUCCION DE L-TRP POR LA CEPA GAMA.
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La cepa se crecid en medio Robinson a pH 7.4 como se
describe en Material y Métodos. Se tomaron muestras cada
4h para medir crecimiento (a,b,c) y produccidn de triptéfano
fd,e.l} a distintas cancentraciones de fenilalanina y
tirosina: 5 (a,d), 10 (b,e} y 15 (c.f) ug/mi.



La mejor produccidn de triptdfano por la cepa Gama (197
4g/ml), no superd la produccién de 1la cepa parental,
representando el

77.4% de la sintesis de S5-27. La escasa produccién de ésta
cepa se relaciona con la incapacidad de crecimiento. que

presenta.

La grafica de la fig. 8 muestra el crecimiento de la cepa
Gama con 5 pg/ml de suplementos en donde se presenta una fase
logaritmica desde las 0 h hasta las 12 h, en éste tiempo, 1la
formacidén de biomasa no tuvo incrementos significativoé hasta

el final de la cinética.

Efecto del control del pH en la produccidn y crecimiento :
Se analizé el crecimiento y la sintesis de triptéfano variando
las condiciones de pH, realizando cinéticas como se describe
en Material y Métodos.

El crecimiento de la cepa S-27 fué muy similar en las tres
condiciones de pH analizadas, el crecimiento inicié desde las
0 h y continud hasta las 24 h, sin observarse fase
estacionaria. (fig. 9). La produccién de triptéfano inicid
despues de 4 h de incubacidén y continué hasta las 24 h,
excepto en los dltimos cultives con pH 6.5, en donde la
sintesis del aminodcido, disminuyd sensiblemente después de

las 12 h, alcanzando a las 24 h una produccién de 114 ug/ml.
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La mejor condicidén para la sintesis de triptéfano se obtuvo en
los cultivos con pH 7.0 (219 ug/ml), esto mismo se observé con
el rendimiento (0.045), mientras que el rendimiento mas bajo

se presentd en la condicién con pH 6.5 (0.018) (tabla 4)

La cepa Beta se vio afectada en mayor grado por pH
dcidos, dado que cuando se crecidé a pH 6.5, mostré una escasa
sintesis de triptéfano asi como una disminucidén notable en el
crecimiento. En la figura 10, se observa una fase logaritmica
de crecimiento
desde las 0 h hasta las 12 h, en éste tiempo, la velocidad de
crecimiento disminuyé hasta el final de la cinética, excepto
en los matraces con pH 6.5, en los cuales los cultivos
alcanzaron su fase estacionaria a las 12 h.

La sintesis de triptéfano en la condicién con pH 7.0 y 7.4 fué
la mds adecuada; la produccidn del aminocacido inicié desde las
4 h y se mantuvo durante toda la cinética; por el contrario,
en los cultivos con pH 6.5 se observd una fuerte disminucidn
en la formacidn del aminodcido a partir de las 12 h, en ésta
condicién se obtuvo la mads baja produccién de triptéfano y el

mds bajo rendimiento (80.9 pg/ml/) (0.010) respectivamente.




TABLA 4. Efecto del pH en el crecimiento
y produccién de triptofano.

CEPA L-TRP D.O. *GLUCOSA Yp/s pH f
(ug/ml) (590 nm) (g/1)
S-27 a) 114.7 3.26 6.2 0.018 4.47
b) 219.2 3.78 4.8 0.045 4.95
c) 189.8 3.14 6.0 0.031 5.45
BETA a) 80.9 2.43 8.9 0.010 4.66
b) 191.2 3.42 4.2 0.045 4.81
c) 207.1 3.11 4.8 0.043 5.11
GAMA a) 139.5 1.45 8.3 0.017 5.31
b) 218.5 1.57 7.2 0.030  5.40
c) 176.7 1.51 7.3 0.024 6.10

Se realizaron cinéticas de crecimiento y produccién de triptéfano en medio Robinson
como se describe en Material y Métodos. Las cepas fueron cultivadas a diferentes
pHs: a) 6.5, b) 7.0 y ¢) 7.4. Se ajusté el pH del medio cada 2 h durante las primeras 12 h.




Fig. 9 EFECTO DEL pH EN EL CRECIMIENTO
Y PRODUCCION DE L-TRP POR LA CEPA S-27.

D.0. (5690nm) PRODUCCION (ug/mi)

10 300
[~ —* a) + b) =% ¢
| | B D e -

_ | 1
\r .
) 4 8 12 16 20 24
TIEMPO (h) '

La cepa se crecid en medio Robinson suplementado con 10
ug/mi de fenilalanina y tirosina. Cada 4 h se tomaron
muestras para medir crecimienta (3,b,c} y produccién de
triptdfano (d,e.f]. Las células fueron incubadas en
distintas condiciones de pH: 6.5 (a,d}), 7.0 (b,e} y 7.4
fc.t}. El ajuste de pH se realizd cada 2 h durante las
primeras 12 h.



La formacidén de biomasa por la cepa Gama no mostrd diferencias
estadisticamente significativas, en las tres condiciones de
pH. El crecimiento de ésta cepa fue 1limitado como ya se
observd en otros casos. La sintesis de triptofano en esta
cepa, estuvo directamente relacionado con el crecimiento
(fig.11). :

El mejor rendimiento de las tres cepas fue observado en la
cepa Gama con un Yp/s de 0.033 cuando se incubd a pH neutro;
de la misma manera, en ésta condicién se obtuvo la mejor
produccién de triptéfano por la cepa con una sintesis de 218.5

ug/ml (tabla 4).

De las pruebas realizadas con las cepas seleccionadas,
sobresale la cepa Beta por presentar la mejor produccidn de
triptéfano, en comparacidén con la mutante Gama asi como con la

parental S-27.
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Fig. 10 EFECTO DEL pH EN EL CRECIMIENTO
Y PRODUCCION DE L-TRP POR LA CEPA BETA.
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La cepa se crecid en medio Robinson suplementado con
10 ug/mi de fenilalanina y tirosina. Se tomaron muestras
cada 4 h para determinar el crecimiento (a,b,c) Y produccién
de triptdfano (d.e.f). Las células fueron incubadas en
diferentes condiciones de pH: 6.5 (a,d), 7.0 (b,e) y
7.4 (c.1). El ajuste de pH se realizé cads 2 h durante las
primeras 12 h.



Fig. 11 EFECTO DEL pH EN EL CRECIMIENTO

Y PRODUCCION DE L-TRP POR LA CEPA GAMA.
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La cepa se crecié en medio Robinson suplementado con
10 pg/ml de fenilalanina y tirosina. Se tomaron muestras
cada 4 h para medir el crecimiento [3,b,c) y produccidn de
triptdfano (d,e.f). Las células fueron incubadas en
distintas condiciones de pH: 6.5 fa,d), 7.0 (b,e) y 7.4
fc.1). El ajuste de pH se realiz6 cada 2 h durante las
primeras 12 h.



Por éstas razones, la cepa Beta se selecciond con respecto a
la Gama ya gque ésta Ultima mostré dificultades para el

crecimiento a pesar de tener buenos rendimientos.

Efecto del pH sobre 1la produccidén de triptéfano y el
crecimiento:

Se realizaron cinéticas de crecimiento y produccién con medio
Robinson como se describe en Material y Métodos, las cepas
fueron cultivadas en un amortiguador de Fosfatos 0.1 M a
distintos pHs: 6.0, 6.5, 7.0 y 7.4

La sintesis de triptéfano por la cepa Beta estuvo fuertemente
relacionada con el crecimiento. El pH optimo fue 7.4, bajo
ésta condicién el microorganismo produjé 861.5 ug/ml de
triptéfano y mostro un rendimiento Yp/s de 0.093, asi mismo,
la cepa parental S$-27 sintetizd mas triptéfano a pH 7.4, pero
su sintesis fue casi la cuarta parte de la obtenida por 1la
cepa Beta doble auxdétrofa (tabla 5). En la tabla tambien se
puede observar gque el crecimiento de la cepa S-27 no esta
asocliado a la sintesis de triptéfano, ya que la mayor D.O. fue

a pH 6.0 (tabla 5).
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Tabla 5. Efecto del pH controlado en el
crecimiento y produccioén de triptofano.

CEPA L-TRP D.O. *GLUCOSA Yp/s pH f
(ug/ml) (590 nm) (g/l)
S-27 a) 47.8 5.46 8.2 0.006 3.9
b) 47.8 3.45 8.8 0.005 4.6
c) 114.4 3.86 9.1 0.013 4.9
d) 230.5 4.46 9.9 0.023 5.7
BETA a) 52.3 2.56 7.8 0.007 4.4
b) 87.4 2.70 8.3 0.011 4.7
c) 501.9 2.92 8.8 0.057 5.6
d) 861.5 3.06 9.3 0.093 6.3

Se realizaron cinéticas de c;ecimiento y produccién con medio Robinson como
se describe en Material y Métodos. Las cepas fueron cultivadas en un amortiguador

de fosfatos 0.1 M a distintos pHs: a) 6.0, b) 6.5, ¢c) 7.0 y d) 7.4.
*Glucosa consumida, Yp/s;rendimiento, pH f; pH final.




V DISCUSIONES

La cromatografia en placa fina mostrd claramente la
condicidén de doble auxotrofia de las cepas obtenidas Beta y
Gama, en dondé su capacidad para sintetizar fenilalanina y
tirosina se anuld debido a la lesidén a través de la mutacidn
con NTG..

El incremento en la produccidn de triptéfano por la cepa
Beta «con respecto a la parental S-27 podria deberse:
i1.- A un incremento en la disponibilidad de corismato, el
precursor comin para la sintesis de los tres aminodcidos
aromaticos, aparentemente este metabolito se canalizé hacia
la dnica via funcional de sintesis, en éste caso la del
triptéfano.

2.- La falta de los dos principales efectores (fenilalanina y
tirosina) dentro del esquema biosintetico de los aminoacidos
aromaticos, indujo una parcial liberacién de la regulacién
tanto a nivel de represion enzimdtica como por inhibicién por
producto final. De ésta manera las DAHP sintetasas sensibles
a fenilalanina y tirosina no fueron inhibidas por sus
respectivos efectores, asegurando asi, un suministro
suficiente de corismato hacia 1la via especifica del

triptéfano. En cuanto a la represidn enzimdtica, la ausencia
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de los correpresorores de tyr R (fenilalanina y tirosina)
impidieron la expresidén de los genes que codifican para la
sintesis de las DAHP sintetasas sensibles a fenilalanina y a
tirosina (Brown y éomerville, 1971) . ’

3.~ En lo que respecta a la via especifica de triptéfano, es
posible que los paradmetros de unién del triptéfano a la
Antranilato sintetasa hayan sido alterados por la mutacién, de
esta manera el corismato compite con el triptéfano, impidiendo
asi la inhibicién de la enzima, aunque cabe aclarar que los
sitios de unién de estas dos moleculas dentro de la enzira, no

son los mismos.

INFLUENCIA DEL pH DEL MEDIO

La regulacién del pH tanto interno como externo, es de vital
importancia para el adecuado funcionamiento de la maquinaria
metabolica de E. coli. La cepa Beta doble auxdétrofa a
fenilalanina y tirosina, present6 deficiencias de crecimiento
a pH bajos (menores de 7.0), dado que las condiciones externas
dcidas, interfieren en las funciones de la membrana tal como
lo es la formacién de un gradiente de pH transmembranal. (REF)
Probablemente ésta mutante es mds sensible a pHs inferiores al
neutro que la cepa parental, inhibiéndose el crecimiento como

ya se ha descrito en previos estudios de Gale y Epps (1942).
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La acidez alcanzada al final de la cinética (24 h), es similar
en las tres condiciones de cultivo y muestra una relacién

directa con la capacidad de crecimiento (fig. 9)

La reduccidén del crecimiento en la cepa Beta cultivada a pH
6.5, se debe probablemente a que ésté condicién provoca
stress por bajos pHs, donde la célula mantiene un pH interno
que afecta directamente 1la formacién de biomasa. Esta
caracteristica de maYor sensibilidad, tal vez se deba al hecho
de que posee una lesidn (provocada por la mutacidén con NTG)
que disminuye la sintesis de enzim;s Yy proteiﬁas que se
incrementan en respuesta a shock por pH bajos en el medio
externo.

En contraste, en la cepa parental S-27, el crecimiento no se
afectdé por éstas condiclones é&cidas, ya posee un genotipo
similar al de la cepa silvestre, dado que E. coli habita en el
intestino de los vertebrados donde estd expuesta a un ambiente

acido , debido a los procesos digestivos.

Cuando se mantuvo controlado el pH del medio con un
amortiguador de fosfatos, la cepa Beta presentd una dptima
sintesis de triptéfano a pH 7.4. Dicha éroduccién por ésta
cepa doble auxétrofa , es casi 4 veces mas alta que la

obtenida por la parental S-27 (tabla 5); éste incremento en la
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sintesis con un valor de pH probado anteriormente, se debe a
que la cepa aumentaba la acidez del medio y al ajustar el pH
, la célula debia recuperarse a la nueva condicién, ademds del

error experimental implicito durante el ajuste.

En lo concerniente a la sintesis de triptéfano, el pH del
medio de 6.0 y 6.5 tanto en la cepa Beta como en la parental,
influyé directamente en la produccidén. Una probable razén a
éstos resultados es que cuando las células estdn fermentando
azicares a éstos pHs, estan sujetas a stress por los
productos de fermentacién, habiendo modificacién de el pH
intracelular asi como modificaciones en las funciones de la
célula, como lo es la formacién de triptéfano. Estudios
previos en E. coli (Konings, 1983) y en otros microorganismos

apoyan ésta hipétesis (Schuldinder y Padan, 1982).

La razén de la alta sintesis de triptdéfano por la cepa Beta,
es'que la célula mantuvo controlado el pH interno sin sufrir
cambios dréasticos en el gradiente de pH de la membrana y
posiblemente a pHs externos inferiores a 7.4 no se mantuvo
la homedstasis del pH interno-externo. Se han obtenido
resultados similares en cepas silvestres de E. coli sometida
a stress por bajos pHs (Taglicht et al., 1987; Neirdhart y

vanBogelen, 1984; 1987).
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Experimentos de Hickey y Hirshfield (1990) en E. coli y S.
typhimurium donde se someten las células a cambios de pH (5.0
a 7.0), el pH externo de 5.0 declina el pH interno
concomitantemente con el crecimiento hasta en un 72% , asi
tamEién , la cepa Beta declindé un 71% su biomasa al crecerla

a pH 6.5 con respecto al crecimiento obtenido a pH 7.4

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE FENILALANINA Y TIROSINA EN

EL CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE TRIPTOFANO.

Se observd que en la cepa Beta la concentracidén de
fenilalanina y tirosina en el medio estuvo vinculada
directamente con la.sintesis de triptéfano . La condicién de
doble auxotrofia, obliga a la cepa a utilizar éstos
suplementos del medio para crecer y para sintetizar mayor
cantidad de moléculas de triptéfano de las gue reguiere para
su desarrollo.

Se advirtiéd qué la mayor sintesis de triptdfano por la
cepa Beta se obtuvo al cultivarla con 15 ug/ml de los
aminodcidos, ya d9que 1la célula dispuso de suficientes
metabolitos para su crecimiento y por consecuencia, para la
produccién de triptdéfano, ya que la ruta especifica de éste

aminodcido estid desregulada.
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La condicidén de doble auxotrofia de la cepa Beta , no
afecta significativamente el crecimiento con respecto a la
parental 5-27; no obstante , supera la sintesis de triptéfano

cuando se mantiene en condiciones éptimas.
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PERSPECTIVAS PARA EL FUTURO

Los 1logros obtenidos hasta ahora con mutantes de
Escherichia coli en la produccién de triptéfano son limitados
sl se compara con otros organismos como Corynebacterium
glutamicum y Brevibacterium flavum. Evidentemente, éstas
especies poseen los caracteres genéticos favorables para la
sintesis de triptéfano; por otro lado, el desconocimiento de
los mecanismos alternativos en la regulacién de la sintesis de
triptéfano, repercuten en el rendimiento y produccién de este
aminodcido en E. coli. Sin embargo, en mi opinién en el caso
de la cepa Beta se puede incrementar el rendimiento y
produccién de triptdéfano mejorando los siguientes aspectos:

1) La utilizacién de Ingieneria genética en Escherichia
coli ofrece, sin duda alguna, la mejor alternativa para la
produccién. Se ha utilizado la tecnologia de ADN recombinante
en E. coli (Aiba y co0l.,1982; Tribe y Pittard, 1979) aungque
todavia no se han podido seleccionar cepas con buenos
rendimientos a escala industrial, debido a que adn se
desconocen los mecanismos alternos en la reqgulacién. También
se han utilizado técnicaé de Ingieneria genética para la
produccién de triptéfano en Corynebacterium glutamicum

obteniéndose excelentes resultados (Ikeda,1992), sin embargo,
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E. coli tiene la ventaja con respecto a Corynebacterium y
Brevibacterium, de que se pueden emplear con ella unha gran
variedad de vectores para la transferencia de genes

especificos de la via.

2) Otro aspecto de importancia ademds del mejoramiento
genético, es la optimizacidén en las condiciones de cultivo,
tales como el control del pH, la concentracién de fenilalanina
y tirosina, el aumento en el tiempo de las cinéticas, etc.,
factores que indudablemente repercuten en el incremento en el

rendimiento y produccién de triptéfano.
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VI CONCLUSIONES

1) La auxotrofia a fenilalania y tirosina en la cepa Beta
provocd sobreproduccién de  triptéfano. En adecuadas
condiciones de cultivo, la cepa Beta mostrd un incremento en
la sintesis de triptdéfano del 274% con respecto a la parental

S=~27.

2) La concentracién de fenilalanina en la cepa S-27 fué
crucial para la sintesis de triptéfano, cantidades del
aminodcido mayores que 10 pg/ml provocaron inhibicién de 1la
formacién de triptéfano. Por el contrario, el mejor
crecimiento y
produccién de triptéfano en la cepa Beta se obtuvo en 15 ug/ml

de fenilalanina y tirosina.

3) E1 pH fue un factor fundamental en la produccién de
triptéfano. Tanto en la cepa parental S§-27 como en la cepa
Befa, la sintesis de triptéfano fue drasticamente inhibida en
pHs bajos, no asi, el crecimiento, el cual mostré un rango mis

amplio de accidn.

4) En tres de las 4 cepas doble auxdétrofas analizadas no
se encontraron mejoras en la produccidn de triptéfano con
respecto a la parental s-27.
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5) Este trabajo aporta un procedimiento para la creacién
de un organismo sobreproductor de triptéfano a nivel nacional;
tanto el mejoramiento genético como la optimizacién del
proceso en el futuro, repercutirdn en un incremento en 1la

produccién de triptéfano.
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VII ANEXO

PREPARACION DE REACTIVOS

DMBA (p-dimetilaminobenzaldehido) al 0.5% : Se disuelven

0.5 g de DMBA en acido clorhidrico 12 N y se afora a 100 ml.

DNS (Acido dinitrosalicilico): Se disuelven en agua
destilada 10 g de hidréxido de sodio, 10 g de &cido 3,5
dinitrosalicilico; 200 g de tartrato de sodio y potasio, 2 g

de fenol y 0.5 g de metabisulfito de sodio y se afora a 1 1.

NITRITO DE SODIO al 0.2% : Se disuelven 0.2 g de nitrito

de sodio en 100 ml de agua destilada.

NTG (Nitrosoguanidina) : Se prepara a una concentracién

de 2 mg/ml disolviendo en 95% de etanol absoluto y 5% de agua.

ROJO FENOL : Se prepara a una concentracién de 0.1 mg/ml

en agua destilada.
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