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INTRODUCCION

Escherichia coli al igual que muchos otros procariétas, posee la capacidad de
sintetizar todos los componentes necesarios para su crecimiento y reproduccion a partir
de precursores simples. Entre los metabolitos més importantes, los aminodcidos y sus
vias de sintesis han sido de las mas estudiadas desde hace varios afios debido a la

importante funcién que desempefian (Umbarger, 1978).

En condiciones normales este microorganismo no sobreproduce ningin
metabolito, es decir, sintetiza Gnicamente las cantidades necesarias para satisfacer sus
diversas necesidades biolégicas. Este fenomeno ocurre debido a la existencia de -
mecanismos regulatorios seleccionados a través de muchos afios de evolucién biol6gica
y cuya funcién es evitar el desperdicio de substrato y energia en la producci6n de

metabolitos celulares.

Dado que la biosintesis de un aminoécido se encuentra modulada por el concurso
de mecanismos regulatorios especificos, la alteracién natural o artificial de tales
mecanismos resulta por lo tanto en la sobreproduccion del metabolito. Por lo que
respecta al triptofano, es un aminoécido esencial e importante en la dieta humana que
requiere ser adquirido a través de los alimentos, ya que su sintesis esta restringida a
bacterias, plantas y algunos hongos. Es el menos abundante de Jos aminoécidos y

constituye €l 1% de la masa promedio de la proteina (Atkinson, 1977).



Via de biosintesis del triptofano

La biosintesis de triptofano se analiza por lo genera! en 2 etapas:
1) La via comiin, que culmina con la sintesis de} corismato,precursor comin de los
aminodcidos aromdticos (triptofano, fenilalanina y tirosina) (fig. 1).
2) La via especifica para la sintesis de cada uno de los aminodcidos arométicos. (fig.2).
El mecanismo de control para el flujo de carbono a través de la via del siquimato es
complejo y aun no esta completamente entendido. Los genes estructurales que codifican
las siete enzimas de la via estin esparcidos por todo el cromosoma de E. coli (Wallace

y Pittard, 1967).

La vfa de sintesis de triptofano inicia con la condensacién de la eritrosa-4-fosfato
y el fosfoenol piruvato para formar el 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato
(DAHP), esta reaccion es catalizada por la DAHP sintetasa (Srinivasan y Sprinson,
1959). Esta enzima controla el flujo de carbono a través de la via del siquimato y esta
sujeta a inhibicién por producto final, degradacién proteolitica especifica y control en €l
nivel de transcripéién (Smith y col.,1962; Tribe y Pittard, 1979; Brown y Somerville,
1971).

La cepa silvestre de E. coli produce 3 isoenzimas DAHP sintetasas: DAHP
sintetasa sensible a fenilalanina, DAHP sintetasa sensible a tirosina y DAHP sintetasa
sensible a triptofano (Doy y Brown, 1965). El corismato producto firal de la via, no estd
involucrado en el control. Las restantes 6 enzimas se sintetizan constitutivamente (Tribe .

y col., 1976).



Fig. 1 VIA COMUN DE SINTESIS DE LOS AMINOACIDOS AROMATICOS

Gene(s) que codifica(n) para RUTA BIOSINTETICA Y ENZIMAS QUE INTERVIENEN
las enzimas indicadas .

_ FOSFOENOLPIRUVATO + ERITROSA 4-FOSFATO

aro F
aro G l 3-Deoxi-D-arabinc heptulosconato
aro H 7-fostato sintetasa

3-DEOXI-D-ARABINO HEPTULOSONATO 7-FOSFATO

aro B l 3-Dehidroquinsto sintetasa

3-DEHIDROQUINATO

l 3-Dehidroquinato dehidratasa
aro D
3-DEHIDROSIQUIMATO -
aro E l
Siquimato deshidrogenssa
SIQUIMATO '
aro L l siquimato guinasa
SIQUIMATO 3-FOSFATO
S-Enolpiruvoisiquimato
aro A C a3-fosfato sintetass
5-ENOLPIRUVOLSiQUIMATO-3-FOSFATO
aro C l Corismato sintetasa

CORISMATO




Via especifica de sintesis de triptofano

La biosintesis de triptofano a partir del corismato procede en todos los
organismos de acuerdo al esquema de la figura 2. Entre los diferentes géneros hay una
marcada diversidad con respecto a la naturaleza molecular de las enzimas participantes

en la via y sus modos de regulacién (Crawford, 1975). -

Antranilato Sintetasa: En E. coli esta enzima cataliza la conversién de corismato y
amonio a antranilato y piruvato. El amonio es generado "in situ” por el rompimiento del
enlace amida de la glutamina. E] gene que codifica la glutamina aminotransferasa, que
canaliza el amonio hacia la sintesis de triptofano, se designa como trpG, aunque en
realidad corresponde a una enzima bifuncional, que también cataliza la conversién de

antranilato a fosforribosil antranilato (Ito y col., 1969; Ito y Yanosfsky, 1969).



Fig. 2 VIA ESPECIFICA DE SINTESIS DE AMINOACGCIDOS

AROMATICOS
CORISMATO
t
ANTRANILATO
PREFENATO
{
1 l Fosforribosil
antranilato
* Fenilpiruvato 4-Hidroxitenilpiruvato
{
l l ) ~ 1-Deoxirribulosa
’ 5-fosfato
Fenilalanina Tirosina
{
Indolglicerol
fosfato
4

Triptotano




~ Antranilato fosforribosil transferasa: Esta proteina producto del gen #rpD, es
-_frecuentemente referida como antranilato sintetasa II, porque forma con la antranilato
sintetasa un complejo tetramérico I-Il,. En E. coli, la fosforribosil transferasa es
bifuncional; presenta 2 dominios estructurales, uno tiene actividad de amido transferasa
y el otro cataliza la condensacion de antranilato con el grupo ribosa-5-P del fosforribosil
pirofosfato (Nichols y col., 1980). Ambos centros del componente 11, son inhibidos por
el producto final (triptofano), pero solo en el agregado tetramérico. Esto es atribuible a
cambios conformacionales comunicados a todas las subunidades del agregado, después

de 1a unién del triptofano al componente 1, producto del gen t7pE.

Fosforribosil antranilate isomerasa-indolglicerol fosfato_sintetasa: El gen trpC

codifica un polipéptido bifuncional que cataliza dos reacciones secuenciales, de
fosforribosil antranilato a 1 (0-Carboxifenilamino) 1-Deoxirribulosa-5-fosfato y la
descarboxilacion y cerradura del anillo de este intermediario a indol-glicerol fosfato. Los
dos céntros activos son distintos y no se traslapan (Creighton, 1970). El dominio amino
forma la indol glicerol fosfato sintetasa, mientras que el carboxilo del polipéptido forma

el dominio isomerasa.

Triptofano sintetasa: Esta enzima es un tetrdmero conteniendo dos subunidades alfa y
dos subunidades beta. Cada subunidad sola cataliza una reacci6n parcial: La subunidad
alfa producto del gen trpA, realiza la conversion reversible de indolglicerol fosfato a
indol y gliceraldehido-3-fosfato, mientras que la Subunidad beta (trpB) cataliza la

condensacion de indol y serina a triptofano (Miles y Moriguchi, 1979).



Regulacion de la sintesis de triptofano

La regulacion de la biosintesis del triptofano en E. coli se da mediante dos mecanismos

de control:

" 1.- Regulacién de la expresién génica
2.- Regulacidn de Ia actividad enzimitica

El primero de los mecanismos se realiza de dos maneras:
A.- Represién
B.- Atenuacién:

A.- Represién: El operén del triptofano comprende un segmento de 7000 nucledtidos
(fig. 3), los 5 genes de la via se transcriben como un RNA mensajero policistronico,
especialmente bajo condiciones de privacién del aminoécido.

La iniciacién de la transcripci6n en el promotor del triptofano es regulada por
- interacciones entre ¢l represor y ¢l operador (Zalkin y Yanofsky, 1974). Si el operador
de triptofano, un fragmento de 22 pares de bases es ocupado por el represor, codificado
poi' el gen trpR, la RNA polimerasa no puede iniciar la transcripcién de los 5 genes -
estructurales. La unién del represor al operador es controlada por triptofano: Cuando
cantidades suficientes de este efector estdn presentes, las interacciones operador-represor
se favorecen; cuando el triptofano estd ausente las interacciones represor-operador no

ocurren.



p trpL trpE trpD iC trpB trpA

11 1 | 1 ] 1
o a
promotor trpL atenuador trpEDCBA
| ] ' |
operador
sitio de iniciacién sitio de terminacion
de la transcripcién - de la transcripcion

sitio de pausa de
la transcripcion

Fig. 3 Esquema de! operdn 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 transcripcién es regulada en el
atenuador (a), en una region de 162 pares de bases,
llamada region lider, trpl



B.- Atenuacién: Aunque las interacciones represor-operador son cuantitativamente el
mas importante factor que gobierna la expresién del operdn de triptofano, la atenuacion
funciona como un segundo control que inﬂuye fuertemente en la expresidn de los genes
(Yanofsky, 1981). La RNA polimerasa que inicia la transcripcién en el promotor debe
cruzar una regién lider de 162 nucledtidos (trpL) antes de encontrar la secuencia que
codifica al primer‘g‘en estructural. La regién lider contiene un sitio potencial de
terminacién de la transcripcién, proceso que dependerd del estado del tRNA. Cuando el
RNAt no estd cargado, la transcripcién procede hasta el gen trpE, produciendo un
RNAm policistronico. Cuando las células tienen niveles adecuados de triptofanil RNAt,

la transcripcién termina en la regi6n lider.

2) Regulacién de la actividad enzimética: La anwranilato sintetasa es la enzima més
regulada por producto final de la via, en virtud de que posee un sitio de unién especifico

para triptofano, el efector de la regulacién. En E. coli la afinidad de la antranilato
sintetasa hacia triptofano esta sujeta a modificacién genética. Se han caracterizado
algunas mutaciones sin sentido que alteran positiva o negativamente los pardmetros de
unién de triptofano (Pabst y Somerville 1973). Las actividades de glutaminasa y
fosforibosil transferasa pueden ser ambas inhibidas por triptofano, debido a que ocurren
cambios conformacionales comunicados de la antranilato sintetasa a otros centros

catalfticos.

Mutaciones que desensibilizan la antranilato sintetasa con respecto a la inhibicién
por triptofano, probablemente incrementan la unién de corismato; mutaciones que

incrementan la unién de triptofano alostéricamente, disminuyen la de corismato.
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Andlogos de aminoicidos

Un amplio rango de anilogos de amino4cidos han sido sintetizados o aislados en
forma natural. Casi ninguna fase del metabolismo del triptofano hubiera podido ser
conocida sin el uso de estos. Los andlogos han permitido seleccionar mutantes

regulatorias, las cuales presentan sobreproduccién de aminoacidos.

Los mecanismos de accién de los analogos de aminodcidos pueden ocurrir a 3

niveles:

1).- El andlogo, debido a su gran parecido estructural con el metabolito, actita como un
falso correpresor, impidiendo la transcripcién de las enzimas biosintéticas y, en
consecuencia la sintesis del aminodcido, aun a pesar de que las posas internas .de la

célula se encuentren con bajos niveles de este.

2).- Del mismo modo, el anilogo puede actuar como un falso inhibidor por producto

final, bloqueando la sintesis del amino4cido por unién a la enzima regulatoria.

3).- El andlogo puede incorporarse en los péptidos y producir proteinas con baja o nula
actividad catalitica. Sin embargo, este mecanismo es menos frecuente. Diferentes
géneros, o aun diferentes especies dentro del mismo genero, pueden diferir en su

habilidad para incorporar anélogos a sus proteinas.
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Produccién de amino4cidos .

El primer reporte de la produccion de un aminoicido data de 1908 (Tkeda), en el
cual se describe la preparacién de glutamato de sodio a partir de algas marinas. Este
trabajo condujo a la produccion comercial de glutamato de sodio como un agente
sasonador, a partir de hidrolizados 4cidos de gluten de trigo o proteina de soya. En los
siguientes 50 afios la produccién de aminodcidos fue sinénimo de produccién de

glutamato.

La produccion de aminoécidos utilizando microorganismos fue inicialmente
reportada para el 4cido glutamico en el afio 1957 y posteriormente de otros aminoécidos
a través del uso de cepas silvestres o diversos tipos de mutantes de una gran variedad de
microorganismos (Tabla 1). Mediante el uso de sistemas biolégicos completos la sintesis
puede ocurrir a partir de fuentes sencillas de nitrégeno y de carbono, pudiendo producir

en forma comercial pricticamente todos los aminoécidos.

Cuando la importancia nutricional de amino4cidos distintos del glutamato fue
descubierta, la demanda por estos se incremento y nuevos procesos para su produccion
fueron desarrollados, los cuales involucraban sintesis quimica o biolégica. En el iiltimo

caso se encuentran los procesos de produccion fermentativa y enzimatica.

Hoy en dia, todas las clases de aminodcidos pueden ser manufacturados por estos 2

métodos o por hidrélisis cldsica y refinamiento de proteinas naturales.



TABLA 1. MICROORGANISMOS QUE
PRODUCEN TRIPTOFANO A PARTIR DE

PRECURSORES
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MICROORGANISMO

PRECURSOR

Candida sp.

Hansenula anomala silvestre
Micrococcus varians

Escherichia coli trp-

Micrococcus luteus, M. lysodeikticus
Sarcina lutea, Serratia marcescens
Bacillus megaterium

Escherichia coli

Aerobacter aerogenes

Pseudomonas sp.

Pseudomonas sp.

Antranilato -

« o«
« «

« «
3-Indolpiruvato, (E)
« « «
“« “ «
« « «

113 [ “

Acetil DL-trp, (E)
D-trp
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Usos de los aminodcidos

Los amino4cidos pueden ser usados como aditivos alimenticios, tal es el caso del
glutamato, glicina, cisteina, D L-alanina. Otro importante uso es como suplemento
alimenticio. El triptofano es un amino4cido esencial, el cual no se encuentra en la
proteina vegetal (soya y maiz) en cantidades suficientes para soportar el crecimiento. Al

igual que e! triptofano, la treonina y lisina son utilizados como suplementos.

Los aminoicidos son usados terapéuticamente para propdsitos nutricionales y
farmacéuticos. Ejemplo de ello son las aplicaciones intravenosas que se realizan para
suplir estos nutrientes antes y después de las operaciones quirirgicas y, recientemente
se realizan investigaciones con’ el triptofano para padecimientos mentales como la

_ esquizofrenia y del alcoholismo (Bang, 1983).



Produccién de triptofano

Los primeros procesos de produccién industrial de triptofano se llevaron a cabo
por sintesis quimica (Komachiya, 1961). Sin embargo, un gran nimero de métodos se
desarrollaron durante los ultimos afios; entre los principales se encuentran: la

fermentacién directa y los métodos enziméticos.

La produccién de triptofano por fermentacion directa se logro en 1972, con el uso
de mutantes resistentes a 5-metil-triptofano en bacterias que producen glutamato (S.hio
y col., 1972), o en Bacillus subtilis (Shio y col., 1973). En Corynebacterium glutamicun
también se han obtenido cepas productoras de triptofano, a partir de mutantes resistentes
a anilogos seleccionados de auxétrofos a tirosina y fenilalanina (Hagino y Nakayama,
1975). La auxotrofia como un mecanismo que incrementa la produccién de triptofano fue
reportada por Shio y col., en 1972, al parecer esto esta relacionado con una mayor
disponibilidad de corismato, precursor comiin de los 3 aminodcidos. La remocién de
una(s) de las vias de los arométicos, repercute directamente en la elaboracién del (o de

los) amino4cido(s) restante(s).

En E. coli se han utilizado técnicas de DNA recombinante para construir cepas
sobréproductoras en la que se manejan varios genes relacionados con la produccién de
triptofano, tales como: trpS, trpE, trpR, aroG, aroH, tyrR, y tna (Tribe y Pittard, 1979;
Aiba y col., 1982).
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Otro enfoque utilizado para la producci6n de triptofano a sido el empleo de la

' triptofanasa, en células de Proteus retgeri se han obtenido 90 g/l de triptofano a partir
de 60 g/l de indol y 80 g/l de piruvato (Nakazawa y Yamada, 1972). Recientemente se
han obtenido notables incrementos :en la produccién de triptofano en E. coli con la
aplicacién de una triptofanasa que se expresa unas 500 veces mis que en la cepa silvestre
(Terasawa y col., 1990). Sin embargo, los costos de algunos amino4cidos siguen siendo
elevados (Tabla 2), y su produccién a gran escala, esta restringida a unos cuantos paises
desarrollados, por lo que el resto de ellos y Ia totalidad de los paises subdesarrollados
tienen que depender de los primeros en el suministro de estos amino4cidos. En nuestro
pais no existen empresas dedicadas a la produccién y comercializacién de estos
productos, por lo que el desarrollo de un proceso de produccién de triptofano propio es

de gran imponancfa para terminar con la dependencia hacia los paises desarrollados.



TABLA 2. NIVELES DE PRODUCCION Y PRECIOS DE
VARIOS AMINOACIDOS OBTENIDOS COMERCIALMENTE

AMINOQACIDOS 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 M,E $81.0 § 25200
TRIPTOFANO 200 MQE  $690 $ 13,800

* M: microbiana, Q: quimica, E: enzimatica.
** Racemato

FUENTE: CHEMICAL MARKETING REPORTER (1994)

91
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HIPOTESIS

En virtud de que la antranilato sintetasa es la inica enzima funcional de
la via especifica de triptofano. Se espera que una mutacion a este nivel
provoque una desrregulaciébn de la via,- con la subsecuente
sobreproduccion de triptofano. Es sabido que el 5-Fluoro-triptofano inhibe
dicha enzima, por lo que el empleo de este anédlogo de triptofano nos

permitird seleccionar a las cepas mutantes



OBJETIVO GENERAL

OBTENER UNA CEPA MEJORADA GENETICAMENTE
SOBREPRODUCTORA DE TRIPTOFANO A PARTIR
DE Escherichia coli



OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- OBTENER A PARTIR DE LA CEPA BETA DE Escherichia coli,
CEPAS MUTANTES RESISTENTES A 5-FLUORO-TRIPTOFANO Y
SOBREPRODUCTORAS DE TRIPTOFANO

2.- EVALUAR ALGUNOS DE LOS PARAMETROS QUE INFLUYEN
EN EL CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE TRIPTOFANO

19



20

MATERIAL Y METODOS

Cepa bacteriana. Se utilizé cepa mutante BETA de Escherichia coli auxétrofa a
fenilalanina y tirosina y resistente a 5-Metil-triptofano y Sulfagunidina

(Fen-Tir-,5-MTr SGr), obtenida de la coleccién de microorganismos del Centro de
Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Diseiio del Estado de Jalisco A.C. (CIATEI).

Condiciones de cultive, La cepa fue crecida en medio minimo de Robinson, que
contiene por litro: 4 gr de fosfato de potasio monobasico, 2.5 gr de sulfato de amonio
neutralizado con NaOH a un pH 7.4, 0.1 gr de sulfato de magnesio y glucosa a una
concentracién del 1%. Esta se esterilizé por separado de las sales a 1.1. Kg/em? durante
15 min. Ademas, los suplementos necesarios fueron agregados a una concentracion final
de 10 pg/ml.

A menos que otra cosa se indique la temperatura de incubaci6n del microorganismo fue

de 37°C y la agitaci6n fue de 200 rpm.

Valoracién del efecto de letalidad de la n-metil-n-nitrosoguanidina (NTG). Para

determinar el tiempo 6ptimo de incubacién con el mutigeno necesario para obtener una
mortalidad cercana al 90%, se realizé un ensayo en el que se crecieron 4 ml de una
suspension celular de la cepa BETA-1 en medio minimo, hasta alcanzar una densidad 10°
cel/ml. A este cultivo se le adicioné 1 ml de una solucién de 2 mg/ml de NTG y se
incub6 durante 5, 10 y 15 min a 37 °C (Sugimoto y Shiio, 1982).Posteriormente, se
lavaron las células con medio minimo sin aminoicidos y se realiz6 una dilucién
1:10,000; de esta suspension se tomaron 100 xl y se sembraron en cajas de medio
minimo. Una vez que crecieron, las colonias se cuantificaron y los datos obtenidos se
usaron para establecer el tiempo de tratamiento que conduce a alrededor de un 10% de

viabilidad, el cual fue de 15 min este tiempo se empleo para la obtencién de mutantes.
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Ensayo para determinar la concentracién minima inhibitoria. Previo a la mutacién

y seleccién en presencia del anflogo (5-Fluoro-triptofano), se realizé un ensayo para
determinar la concentracién minima inhibitoria (MIC) del mismo sobre las cepas
mutantes, .

Se creci6 un inéculb de 5 ml en medio Robinson hasta alcaﬁzar una densidad éptica de
1.0 2 590 nm. de esta suspensién celular se tomaron 100 ul para sembrarlos en cajas de
medio minimo que contenian cantidades crecientes del andlogo de 200 pg/ml hasta.1400

pg/ml con incrementos de 200ug.

El mismo procedimiento se realiz6 para la cepa parental. En las cajas con la menor
concentracion de anilogo ‘en que se observé nulo crecimiento se determiné que
correspondia a la concentracién minima inhibitoria y usando esas concentraciones se

seleccionaron a los posibles mutantes regulatorios.

Obtencién de mutantes resistentes a S-fluoro-triptofano, Se inoculé la cepa BETA en

10 ml de Robinson més fenilalanina y tirosina (10 ug/ml) y se incub6 por 12 horas; al
cabo de este tiempo, se¢ muté con una solucién de NTG (2 mg/ml), se tomaron 2 ml del
cultivo, y las células se lavaron 2.veces con medio Robinson. .

De esta suspensién se espatularon 50 ul de células en cajas petri con medio

minimo las cuales contenfan 1400 pg/ml de 5-FT. Las cajas se incubaron de 4 a 5 dias
a 37 °C, después de lo cual aparecen las clonas mutantes.

Las colonias fueron aisladas y los niveles de produccion de triptofano se evaluaron por

los métodos que se describen a continuacion.

Cinética de_crecimiento_y producqién de triptofano de las cepas mutantes. Se

inoculé una asada de cada cepa mutante en 10 mi de medio Robinson con su respectivo
amino4cido y se incub6 durante 12 horas. Al final de este periodo, se inocularon 4 ml
de este preinoculo en un matraz de 250 ml, conteniendo 40 m! del medio mencionado;‘
ademas, se adicionaron a los cultivos 40 ul de rojo fenol (0.1 mg/ml) co‘mo indicador

de pH. Las cepas fueron crecidas por 24 hr y se tomaron 3 ml de muestra cada 4 hr para
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determinar:

A) El crecimiento, midiendo la densidad 6ptica a $90 nm.
B) La glucosa consumida. '

C) El triptofano excretado.

Paré neutralizar la acidez del medio de cultivo, resultante de la fermentaci6n, se
ajusté el pH adicionando cada 2 horas cantidades variables de NaOH 2.5 M hasta lograr
un color rosado, que corresponde a un pH aproximado de 7.4.

[

Determinacién _de glucosa. La determinaciéon de la glucosa consumida durante la
cinética de crecimiento y produccién se realizé por el método del 4cido dinitro salicilico
(Miller, 1959), de la siguiente forma: Se tom6 1 ml de muestra de los cultivos y las
células se sedimentaron en una centrifuga Eppendorff durante 2 minutos.

Se separ6 el sobrenadante de la pastilla celular y se adicionaron 0.5 ml del primero a un
wbo de ensayo. Posteriormente, se agregaron 1.5 ml de solucién de .Acido dinitro
salicilico (DNS) al 1.5% y se colocaron los tubos en bafio maria en ebullicién por 5
minutos; se dejo enfriar a temperatura ambiente e inmediatamente se agregaron 8 ml de
agua destilada, agitindose hasta que la mezcla se homogenizara. Después se determiné
la absorbancia a 550 nm en un espectrofotémetro Perkin Elmer mod. D-7770. La
cantidad de glucosa consumida se calculé por extrapolacién con una vcurva estindar de
0.1 - 1.0 mg/ml.

Determinacién de triptofano. El anlisis de los sobrenadantes del medio de cultivo para

la determinacion de triptofano se realizé por medio de dos métodos:

A) Ensayo calorimétrico de Undenfriend y Peterson (1957) usando el
p-dimetilaminobenzaldehido (DMBA). ‘

Se tomaron 0.5 ml de sobrenadante libre de células y se agregaron a un tubo de ensayo
de 13x100 mm; enseguida se adicionaron 2.5 ml de DMBA al 0.5% en 12N de HCl y

se incubd por 30 minutos en la obscuridad a temperatura ambiente. Después se agregaron
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2.5 ml de alcohol absoluto y de 2 a 3 gotas de nitrito de sodio al 0.2 % y se incub6 por
30 minutos a temperatura ambiente.

La densidad 6ptica del crémoforo azul resultante fue medida en un espectrofotémetro
Perkin Elmer a 620 nm. Los estindares se prepararon de la misma manera y al mismo
tiempo, agregando cantidades de una solucién de triptofano, desde 20 a 180 pg/mi con

incrementos de 20 pg/ml.

B) Cromatograﬁa en placa fina:

La cromatografia se realiz6 sobre placas de celulosa de 20 x 20 cm y 0.1 mm de
espesor. Se colocaron alicuotas de 4 u) de Ja muestra con una jeringa de 10 ul con 1 cm
de separacién una de otra. Una vez que las muestras se secaron, se colocé la placa en
una cdmara de vidrio, conteniendo 50 ml de una mezcla de n-butanol, 4cido acético y
agua en una proporcién 4:1:2. Se dejo correr durante 6 horas a temperatura ambiente.
Las placas se secaron a 60 °C durante 1 minuto y enseguida se revelaron con una
solucién de ninhidrina 0.5% (w/v) en acetona, el color se desarrollé a 60 °C por.5

minutos.

Calculo del rendimiento_en el produccién de triptofano. El rendimiento (Y p/s): se
define como los gramos producidos del metabolito en cuestién entre los gramos del

substrato consumidos de modo que:

gr de triptofano producidos
Yp/s =
gr de glucosa consumida
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RESULTADOS

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria
a 5-Fluoro-Triptofano- T

A fin de conocer la concentracién minima de 5-FT con Ia cual se inhibe el
crecimiento de la cepa parental BETA, se cultivé a esta cepa en cajas con medio
Robinspn en presencia del andlogo. La tabla 3 muestra el numero de colonias después
de 4 dias de incubacién, en concentraciones de 5-FT de 0 a 1400 ug/ml; la inhibicién
del crecimiento estuvo relacionada con la concentraci6n del anilogo, en una
concentracién de 1200 upg/ml, el crecimiento de las colonias fue inhibido casi
completamente (solo 12 colonias) mientras que con 1400 pg/ml del anilogo, la
inhibicién del crecimiento bacteriano fue del 100%. Con estos resultados se pudo
determinar que la concentracién minima inhibitoria con la cual se inhibe el crecimiento
corresponde a una concentracion de 1400 ug/ml de 5-FT. Para futuros ensayos se utilizé

la concentracién de 1400 pg/ml, para la obtencién de mutantes resistentes a 5-FT.



TABLA 3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
MINIMA INHIBITORIA A 5-FLUORO TRIPTOFANO

5-FT NUMERO DE
(ng/mi) COLONIAS

0-700 > 10 000
800 1000-3000
800 234
1000 45
1200 12
1400 0

Se inocularon 10 000 000 de células en cajas conteniendo el andlogo en las cantidades
sertaladas. Después de 4 dias de incubacidn las colonias se contaron. » Sefala la
presencia de mas de 10 000 células.

174




26

Obtencién de mutantes resistentes a 5-FT

La cepa BETA fue sometida a mutagénesis.,con NTG como se describe en material y
métodos. Una vez aisladas y purificadas las colonias, se realizaron cinéticas de
crecimiento y prodixccién de triptofano por 24 hr. Los sobrenadantes fueron utilizados
para cuantificar e} triptofano y }a glucosa consumida. La figura 4 muestra los datos de
produccién de 9 mutantes analizadas, de estas, solo 3 presentaron una produccién mayor
que la cepa parental. En la tabla 4 se presentan los datos de crecimiento, produccion

de triptofano y rendimiento de las 3 mejores cepas obtenidas.

La cepa FT2 presentd la mejor produccién de triptofano (526.2 plg/ml) y el mas alto
rendimiento (0.119). Seguido por la cepa FT1 y FT11 con una produccién de 367 y
324.3 ug/ml respectivamente, mientras que los rendimiehtos fueron de 0.104 y 0.078
respectivamente. Al igual que ocurrié con la sintesis de triptofano la cepa FT2 mostré
el mayor crecimiento (2.21 D.0O.), mientras que en la cepa FT11 se observc’; Ia menor

formaci6n de biomasa (1.26 D.O.).

Se realizaron ensayos en cromatografia en capa fina de los sobrenadantes del medio de
cultivo de las cepas mutantes obtenidas asi como de la cepa parental. Todas las cepas
mostraron en los cromatogramas una s;ola banda la cual coincidi6 con el estindar de
triptofario, estos resultédos demuestran claramente la condicién de doble auxotrofia a

fenilalanina y tirosina de las cepas obtenidas.



PRODUCCION DE L-TRIPTOFANO POR MUTANTES
RESISTENTES A 5-FLUORO TRIPTOFANO

NUMERO DE CEPAS RESISTENTES

~ L-TRIPTOFANO (pg/ml)

BBl 250-350 EZZ21351-400 [ _1401-450 Y 451-500

i 501-550

Fig.4 A cada cepa resigstente a 6-FT se le determino la produccién de triptofano
en /los sobrenadantes del medio de cultivo después de 24 hr de crecimiento

LT



TABLA 4 OBTENCION DE MUTANTES RESISTENTES
A 5-FLUORO TRIPTOFANO

CEPA CRECIMIENTO L-TRP GLUCOSA RENDIMIENTO
(D.O. 590 nm) (ug/mi) (g/1) (Yp/s)
FT1 1.86 367.0 3.51 0.104
FT2 2,21 526.2 4.39 0.119
FT11 1.26 | 324.3 4.15 0.078

BETA 1.50 248.2 4.50 0.082

Las cepas fueron crecidas durante 24 horas en medio Reobinson

suplementado con 10 pg/ml de fenilalanina y tirosina

87
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Determinacién de los pardmetros de crecimiento y produccion optimos de las cepas

sobreproductoras de triptofano.

Efecto de la fenilalanina y tirosina sobre el crecimiento y produccién de triptofano.

Uno de los factores que més fuertemente influyen en el crecimiento y produccién
de triptofano es la concentracién de fenilalanina y tirosina en el medio de cultivo, ya que
el fenotipo de la cepa pa:enial es auxétrofa a fenilalanina y tirosina . En Ja figura 5 se
observa el crecimiento de la cepa BETA en tres concentraciones de fenilalanina y tiresina
(5’. 10 y 15 pg/ml). En las tres concentraciones de aminoécidos probadas se observo el
mismo patrén de crecimiento. Los cultivos presentaron una fase logaritmica de
crecimiento desde las O hasta las 12 hr; a partir de ese punto la velocidad especifica de
crecimiémo disminuyd notoriamente (ﬁg. 5). Existe una relacién entre el crecimiento y
" la concentracién de fenilalanina y tirosina, la mayor formacion de biomasa se observé
en los cultivos adicionados con 15 ug/ml de amino4cidos (1.35 D.0Q.), sezuido por la
" cepa incul;ada con 10 ug/ml, mientras que en la condicion de 5 _y.g/ml la densidad éptica
del cultivo fue de 0.93. Al igual que ocurrié con el crecimiento, se encontr6 una relacion

entre fa concentracién de fenilalanina y tirosina y la produccién de triptofano.
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Fig.5 Efecto de fenilalanina y tirosina sobre el crecimiento
y la produccién de L-trp por la cepa Beta. Las células se

cultivaron como se describe en Material y Métodos. Cada 4 hr
se tomaron muestras para medir el crecimiento (a,b,c) y Ia
produccion de triptofano (d,e,f) en presencia de 5 (a,d), 10
{b,e) y 15 (c.f) yg/mil de fenilalanina y tirosina -
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La ma§ alta sintesis de triptofano se dio en los cuitivos suplementados con 15 pg/ml de
fenilalanina y tirosina (605 yg/m]), y a una concentraciéon de 10 y 5 pg/ml la produccién
del amino4cido alcanzé los 362 y 163 ug/ml respectivamente -(tabla 5). Al analizar la
gréfica podemos concluir que la etapa donde ocurre la mayor sintesis de triptofano esen
las ultimas 12 hr del ensayo, mientras que en las primeras 12 hr se alcanzaron las mas |
altas densidades celulares. La figura 6 y la tabla 5 muestran el efecto de fenilalanina y
‘tirosina sobre el crecimiento de la cepa FT1 en las 3 concentraciones de aminoécidos
indicadas. La cepa mutante presentd una fase de crecimiento constante durante las 24 hr
de cinética, donde las concentraciones mas altas de supiemento (15 y 10 ug/ml)
incrementaron la produccién de biomasa obteniendo 2.72 y 2.08 densidades 6pticas
respectivamente; y a una concentracién de 5 ug/ml el crecimiento celular disminuy6
notablemente a 0.831 D.O. Respecto a la produccién de triptofano se observa en la
grafica que a partir de. las 12 horas de cinética se hace evidente el efecto de la alta
concentracién de fenilalanina y tirosina en el medio de cultivo, de tal manera que al cabo
de 24 hr de incubaci6n la concentracién de triptofano fue de 448, 303 y 131 ug/ml, con
15, 10 y 5 ug/ml de suplemento _respectivamenté (tabla 5). Al observar la grifica se
puede concluir que las altas concentraciones de.fenilalanina y tirosina favorecen tanto el
crecimiento celular como la produccién de triptofano. La cepa FT2 presenté un
comportamiento muy interesante en lo que respecta al crecimiento y la producci6n de

triptofano (fig. 7).
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Fig.6 Efecto de fenilalanina y tirosina sobre el crecimiento
y produccién de L-trp por la cepa FT1. Las célvias se
cultivaron como se describe en material y métodos. Cada 4
horas se tomaron muestras para medir el crecimiento (a,b,c)
y la produccién de triptofano (d,e,f) en presencia de 5
f{a,d); 10 (b.e) y 15 (c.f) ug/mi de fenilalanina y tirosina
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En las 3 condiciones probadas esta cepa present6 una fase logaritmica de crecimiento de
Ias 0 a 8 hr seguida por una fase.de notable disminucién en el crecimiento, la cual
continud hasta el final del ensayo. A una concentracién de 5 pg/ml de suplemento el
crecimiento celular alcanzé 1.33 D.O. seguido por la cepa cultivada con 10 pg/ml (1.72
D.0.) y Ia mas alta densidadv celular fue obs;ervada en los cultivos con 15 pug/ml de
fenilalanina y tirosina (1.96 D.O.) (tabla 5). EI mismo efecto proporcional de la
concentracién de aminodcidos observado en el crecimiento, se manifesté en la sintesis
de triptofano. La mas alta velocidad de sintesis de triptofano sucedi6 a partir de las 8 hr
de cinética en los cultivos suplemeﬁtados con 15 pg/ml de fenilalanina y tirosina
produciendose 757 pg/ml del amino4cido; en los cultivos con 10 pg/ml de suplemento
la sintesis de triptofano fue constante desde las 4 hr hasta el final del ensayo,
secretandose 512 ug/ml del amino4cido; a diferencia de la cepa incubada con 5 pug/ml
de fenilalanina y tirosina donde a partir de las 12 hr de cinética Ja sobresintesis de
triptofano alcanzé los 206 ug/ml y se mantuvo en ese estado hasta el final de la prucba,
En la grifica de la figura 8 se muéstmn los efectos que surten las 3 condiciones de
suplemento sobre la cepa FT11. Como puede observarse la cepa mutante presenta
patrones similares ag crecimiento celular y produccién de triptofano a las cepas
anteriores, esto es, a menor concentraéién de fenilalanina y tirosina menor produccién
de biomasa y de triptofano; 2 mayor concentracién de suplemento, mayor crecimiento

celular y sintesis de triptofano.
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Fig.7 Efecto de fenilalanina y tirosina sobre el crecimiento
y la produccidén de L-trp por la cepa FT2. Las células se
cultivaron como se describe en Material y Métodos. Cada 4 hr
se fomaron muestras para medir el crecimiento (a,b,c) y la
produccién (d,e.f) en presencia de 5 (a,d) 10 (b,e} y 15
(c.f) ug/ml de fenilalanina y tirosina.
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Fig.8 Efecto de fenilalanina y tirosina sobre el crecimiento
y produccidn de L-trp por l1a cepa FT11. Las células se
cultivaron como se describe en Material y Métodos. Cada 4 hr
tomaron muestras para medir el crecimiento (a,b,c) y la
produccién de triptofano (d,e,f) en presencia de § (a,d)

10 (b,e) y 15 {c,f) vg/m! de fenilalanina y tirosina
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Los resultados de ambas determinaciones fueron inferiores a las cepas anteriormente
analizadas (tabla 5). En lo que respecta al consumo de glucosa como fuente de carbono,
se puede apreciar en la tabla 5 en términos generales, que este no fue superior al 50%
; los mas altos rendimientos fueron alcanzados por la cepa FT1 a una ;oncentracién de
10 pg/ml de fenilalanina y tirosina (_0.25) y con 5 ug/ml fue de 0.21, seguido por la cepa
FT2 con un rendimiento de 0.15 a una concentracién de 10 pg/ml de suplemento. Asi
mismo se resumen los datos de crecimiento, producci6n, glucosa consumida y
rendimiento de las cepas mutantes ahalizadas, en las distintas concentraciones de
aminoécidos‘ util.izadas. Por iltimo es preéiso mencionar que la cepa FT2 obtuvo un
incremento del 25% en la produccion de triptofano con respecto a la cepa parental bajo

una concentracién de 15 pg/ml de fenilalanina y tirosina.



TABLA 5 EFECTO DE FENILALANINA Y TIROSINA SOBRE
EL CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE TRIPTOFANO

CEPAS CRECIMIENTO L-TRP GLUCOSA* RENDIMIENTO
(D.O. 680 nm) (ug/mb) (g/D) (Yp/s)
a 0.93 163.4 2.5 ~ 0.06
BETA b 1.28 362.5 5.0 0.07
' c " 1.35 605.2 6.7 0.09
a 0.83 131.9 0.6 0.21
FT1 b 2.08 303.4 1.2 0.25
c 2.72 448.3 4.5 0.09
| a 1.33 206.0 4.1 0.05
FT2 b 1.72 512.0 3.4 0.15
c 1.96 757.8 5.4 0.14
a 0.79 158.5 19 0.08
FT11 b 0.97 342.5 40 0.08
c 1.22 3739 5.1 0.07

Las cepas fueron crecidas en medio Robinson durante 24 horas, bajo 3 concentraciones de
fenilalanina y tirosina: a) 5; b) 10; c¢) 16 ug/mi. Finalizada !a incubacién se cuantiticé:
crecimiento, produccioén de triptofano, glucosa consumida (+) y rendimiento.

LE
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Efecto del pH sobre el crecimiento y produccién de triptofano.

Otro de los factores analizados fue el efecto del pH; para ello, las cepas fueron
crecidas en 3 condiciones distintas de pH, 6.5, 7.0y 7.4. El ajuste de pH se realiz6 cada
2 horas mediante la adici6n de NaOH durante las primeras 12 horas.

La figura 9 muestra ¢l efecto del pH sobre la cepa parental BETA en las 3 condiciones
de pH examinadas, en los 3 casos se observ una fase de crecimiento logaritmico durante
las primeras 8 hr, a partir de ese punto, la formacién de biomasa se vio afectada por el
pH, donde la mas alta densidad celular fue alcanzada a un pH de 7.0 (3.66 D.0)),
seguida por los cu]tivbs conunpHde 7.4 (2.14 D.0.) yde 1.5 D.O. en los cultivos con

un pH de 6.5 (tabla 6).

La mas alta produccién de triptofano fue obtenida per los cultivos crecidos a un
pH de 7.4 (418 pg/ml); con un pH de 7.0 la formacién del aminoacido disminuy6 a 399
pg/ml, seguido por los cultivos con un pH de 6.5 en los que se cuantificaron 248 pg/ml
del aminodcido. En la figura 10 se puede observar el efecto del pH sobre el crecimiento
de la cepa FT1. La fase logaritmica de crecimiento se presenté desde el inicio hasta las
8 hr del ensayo, seguida por una fase cén una velocidad de crecirﬁiento lenta pero
sostenida hasta el final de la cinética. Los cu-ltivos preseﬁtaron ligeras diferencias para
la formacién de biomasa en las 3 condiciones de pH analizadas, la mas alta densidad
celular se presénté en los cultivos condicionados a un pH de 7.0 (2.4 D.0.) seguida por

los cultivos con un pH de 7.4 y 6.5 respectivamente.
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Fig.9 Efecto del pH del medio sobre el crecimiento y
produccion de L-trp por la cepa Beta. Las células se
cultivaron como se describe en Material y Métodos. Cada 4 hr
se tomaron muestras para medir crecimiento (a,b,cl y la
produccidon de triptofano (d,e,f); bajo 3 condiciones
distintas de pH (a,d) 6.5, (b,e}) 7.0 y (c,f) 7.4.
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- Fig.10 Efecto del pH del medio sobre el crecimiento y
produccién de L-trp por la cepa FT1. Las células se
cultivaron como se describe en Material y Métodos. Cada 4 hr
se tomaron muestras para medir el crecimiento (a,b,c) y la
produccién de triptofano (d,e,f). Bajo 3 condiciones
distintas de pH (a.d) 6.5, (b,e}] 7.0 y (c,f) 7.4
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La sintesis de triptofémo se vio incrementada a partir de las 8 hr del ensayo y fue
afectada favorablemente en los cultivos condicionados a un pH 7.0 sintetizando 534
pg/ml del aminodcido. Los cultivos con un pH de 7.4 y 6.5 disminuyeron su produccién
2494 y 342 ug/ml respectivamente (tabla 6). Al igual que la cepa anterior, las mas allas
densidades celulares se alcanzaron en las primeras 8 hr, mientras que la sintesis de

triptofanb se incrementé significativamente después de ese tiempo.

La cepa FT2 present6 alta formacién de biomasa (fig. 11) en las 3 condiciones de pH
analizadas representadas por un crecimiento exponencial durante las primeras 8 hr de la

prueba.

‘A partir de las 8 hr de cinética, los cultivos incubados a un pH de 6.5 alcanzaron un alto
crecjmiento celular (3.78 D.0.), seguidos por los cultivos con un pH de 7.0 (2.7 D.0O.)
y la menor densidad por los cultivos con un pH de 7.4 (tabla 6). El efecto que ejercié
el pH sobre la produccién de triptofano, fue exponencial en los cultivos sometidos a un
pH de 7.0 y 6.5 sintetizando 632 y 624 pg/ml de triptofano respectivamente y en menor
cantidad en los cultivos con un pH de 7.4 (554 ug/ml). En la grafica se puede observar
que no existe hna relacion concreta entre determinado pH de un cultivo y la produccién

de biomasa y de triptofano.

La figura 12 muestra el efecto del pH sobre el crecimiento y produccién de triptofano
de la cepa FT11 en las 3 condiciones de pH analizadas, la fase logaritmica de
crecimiento inicié a las O hr y continuo hasta las 8 hr, a partir de este tiempo el

crecimiento disminuy6 sensiblemente y se mantuvo asi hasta el final del ensayo.
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Fig.11 Efecto del pH del medio sobre el crecimiento y
produccion de L-trp por la cepa FT2. Las células se
cultivaron como se describe en Material y Métodos. Cada 4 hr
se tomaron muestras para medir el crecimiento (a,b,c) y la
produccién de triptofano (d.e,f). Bajo 3 condiciones
distintas de pH (a,d) 6.5, (b,e) 7.0 y {c,f) 7.4
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El mayor nivel de crecimiento lo obtuvieron los cultivos incubados con un pH de 7.4
(1.63 D.0.), seguidos por los cultivos con un pH de 7.0 y de 6.5 finalmente. Sin
embargo, los mas altos niveles de produccibn de triptofano los obtuvieron los cultivos
condicionados a un pH de 6.5 sﬁnietizando 354 pg/ml y de 315 y 306 pg/ml del
aminodcido con un pH de 7.4 y 7.0 respectivamente. Los mejores rendimientos bajo las
diferentes condiciones de pH fueron obtenidos por la cepa FT2 cuitivada con un pH de
7.4 y de 7.0 (0.13 y 0.12) respectivamente, seguido por la cepa FT1 cén un pH de 6.5
(0.11). En la Tabla 6 se muestra eﬁ resumen los datos de crecimiento, produccion,
consumo de glucosa y rendimiento de [as cepas mutantes resistentes a 5-fluoro-triptofano

a diferentes concentraciones de pH.
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Fig.12 Efecto del pH del medio sobre el crecimiento y
produccién de L-trp por la cepa FT11. Las células se
cultivaron como se describe en Material y Métodos. Cada 4 hr .
se tomaron muestras para medir el crecimiento (a,b,c) y la
produccién de triptofano (d,e,f). Bajo 3 condiciones
distintas de pH (a,d) 6.5, (b,e) 7.0 y (c,f) 7.4



TABLA 6 EFECTO DEL pH SOBRE EL CRECIMIENTO
Y PRODUCCION DE TRIPTOFANO

CEPA ~ CRECIMIENTO L-TRP GLUCOSA+ RENDIMIENTO
(D.O. 590 nm) (ug/ml) - (g/) . (Yp/s)
a 1.51  248.24 3.0 0.082
BETA b 3.66 399.60 7.1 0.056
| c - 2.14 418.44 6.0 0.069
a 1.50 | 342.11 3.1 0.110
FT1 b 2.46 534.72 5.8 0.092
c 2.12 494.12 4.5 0.109
a 3.78 624.69 6.2 0.100
FT2 b 27 632.16 5.0 0.160
c 2.25 | 554.20 4.1 0.135
a 111 354.77 3.6 0.098
FT11 b 1.44 306.77 5.2 0.058
c 1.63 315.15 5.3 0.059

Las cepas fueron crecidas en medio Robinson con fenilalaninay tirosina a 15 ug/ml, durante 24 horas
el ajuste de pH se realizd cada 2 horas bajo 3 condiciones distintas: a) 6.5, b) 7.0 y ¢) 7.4. Al finalizar
la incubacién se determiné: crecimiento, produccién de triptofano, glucosa consumida (*) y rendimiento.

St
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DISCUSION

La aplicacién de la auxotroffa data de 1950, en cepas de E. coli auxdtrofas a
fenilalanina (Davis, 1950) cuyo reconocido mecanismo induce a la sobrep_roducck;n de
aminodcidos y est4 relacionado con una méyor disponibilidad de corismato, precursor
comin de los aminoécidos aromdticos; la falta de aminodcidos en el sistema metabdlico
de la célula desencadena la alteracion en la regulacion, que normalmente se ejerce sobre
la DAHP sintetasa, enzima regulatoria de la via comiin, con el resultante incremento en

la sobreproduccién de corismato.

Mecanismos de resistencia a S-fluoro-triptofano. -

En 1965, Ito y Crawford describieron la aplicacién de 5-FT, andlogo de triptofano, como
herramienta para seleccionar mutantes que tenfan la particularidad de sobreproducir a
este aminoacido. Desde entonces, el uso de anilogos ha sido la principal estrategia que
se ha empleado para la obtenci6n de mutantes con capacidad de producir niveles elevados
de amino4cidos. Debido a su parecido estructural del 5-FT con el triptofano, aquel actia
comé un falso correpresor y un falso coinhibidor por producto final; esto permite

seleccionar mutantes alterados en la regulaci6n.



47

El proceso mutagénico inicial con NTG y la subsecuente aplicacion de 5-FT alteran los
mecanismos regulatorios de la sintesis de triptofano, sobreproduciendo este, y al ser
acumulado intracelularmente es secretado al medio, posiblemente mediante un proceso
de expulsi6n que es activado energéticamente por una ATPasa localizada en la membrana
bacteriana, por un mecanismo similar al que ocurre con los metales pesados (Silver,

1989).

Asi mismo, la resistencia al andlogo permitié seleccionar mutantes con incrementada
actividad en la antranilato sintetasa, fa cual fue desrregulada por el evento mutagénico,

con la subsecuente sobreproduccién de triptofano.

Dichos resultados sugieren la presencia de al menos 2 mecanismos de control, los cuales
aparentemente fueron alterados o removidos por las mutaciones sucesivas a las que

fueron sometidas las cepas de E. coli.

1.- El primero es, sobre la DAHP sinietasa. Esta enzima alostérica.es contr(;lada por el
mecanismo de represién enzimética y por el de inhibicién por producto final, en la que
fenilalanina y tirosina actian como correpresores y como inhibidores de la actividad
enzimética. Al no estar presentes estos 2 ahinoécidos en el esquema metabélico de la
célula, trae como consecuencia la liberacién de 1a represién y de la inhibicién con el
resulﬁmte auménto de corismato. Por ofro lado la alta produccién de triptofano observada
en concentraciones de 15 pg/ml de fenilalanina y tirosina por la cepa FT-2, nos sugiere
una insensibilidad a inhibicién de la DAHP sintetasa por sus productos. finales

(fenilalanina y tirosiﬁa).
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2.- Las mutaciones de resistencia a los anilogos 5-MT y 5-FT desensibilizan a la primera
enzima de la via especifica del triptofano y tinica sujeta a regulacién, la Antranilato
Sintetasa, de tal manera que el sitio regulatorio dentro de la enzima ya no es reconocido

por su efector (triptofano) lo que ocasiona un aumento en la sintesis de triptofano.

Efecto de fenilalanina y tirosina sobre la produccién de triptofano.

Los resultados del presente trabajo ponen de manifiesto que los mutantes resistentes a
5-FT obtenidos, sobreprodujeron triptofano y este fue sintetizado preferentemente en
altas concentraciones de fenilalanina y tirosina (15 pg/ml) efectores que regulan la
biosintesis del precursor comiin, el corismato. Tanto la cepa parental BETA como las
cepaS mutantes derivadas de esta, mostraron una mayor sintesis de triptofano en altas
concentraciones de fenilalanina y tirosina (15 pg/ml), este resultado nos indica una
posible alteracién en la enzima DAHP sintetasa la cual le permitié tolerar
concentraciones de aminoécidos elevadas a diferencia de lo observado con las cepas
antecesoras de estas (Ramirez y col, 1994), las cuales fueron inhibidas en presencia de
15 pg/ml de fenilalanina. Evideniemente estas cepas poseen una DAHP sintetasa con una
mayor sensibilidad a inhibicjén a fenilalanina que la observada con las cepas obtenidas

en este trabajo.
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Efecto del.pH sobre la produccién de triptofano.

Las condiciones Optimas de pH para la mayor produccién de triptofano no fueron
claramente determinadas, pero se‘ observé que existe un rango entre 7.0 y 7.4 en el que
Je son méis favorables, tal comportamiento presupone la flexibilidad o capacidad del
microorganismo para adaptarse al medio en el que se reproduce, aunado a l.a

concentracién 6ptima de suplemento suministrado que fue de 15 pg/ml.

Los resultados observados en las cepas mutantes FT2 y FT11 demuestran que no existe
una relacién precisa entre el pH de los cultivos y el crecimiento y sintesis de triptofano,
evidentemente estas cepas poseen una gran capacidad adaptativa para desarrollarse entre
ambientes cambiantes de pHs écidos (6.0) y alcalino§ (8.0), (Tabor, 1985; Bang, 1983).
Sin embargo la cepa parental BETA al igual que la cepa FT1 no mostraron el mismo
patron de tolerancia a pH de 6.5, en estas cbndiciones tanto el crecimiento como la
sintesis de triptofano se vieron inhibidas, la acidificacién del medio observada muy
probablemente este afectando el pH interno de la célula, a pesar de que E. coli posee
mecanismos que amortiguan cambios de pH (Booth, 1985), desconocemos cual o cuales
son los mecanismos que indujeron la tolerancia a pH de 6.5 de las cepas FT2 y FT11
en mecién con lo ebservado por las cepas BETA y FT1, probzblemente algin
cambio a nivel de la pémeabilid_ad de Ia membrana o mas directamente ajguna mutacién
en los gehes clave de la via de sintesis de triptofano, lo cual .le permitié a Ia célula

sintetizar enzimas que funcionan en un rango de pH mas ampiio.
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CONCLUSIONES

1.- Los anidlogos de aminoicidos permitieron seleccionar mutantes que se encuentran
alterados en la regulacién de la via de triptofano, lo que repercutié en la sobreproduccién

de este.

2.- La concentracion de fenilalanina y tirosina fue critica para la sintesis de triptofano,
cantidades de estos amino4cidos inferiores a 15 ug/m! disminuyen tanto €l crecimiento

como la produccién.

3.- El pH fue un factor fundamental en la sintesis de triptofano durante las cinéticas de
produccion; el pH 6ptimo para la sintesis de triptofano fue entre 6.5 - 7.4 para Ja cepa
FT2, mientras que para la cepa parental BETA el rango de pH fue un poco mas estrecho

entre 7.0 y 7.4,
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