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RESUMEN

El metanol es un sustrato muy abundante que pue-
de, ser utilizado para la produccidén fermentativa de meta-
bolitos, ya gue presenta una serie de caracterfsticas muy
ventajosas para su uso. Uno de los metabolitos importan--
tes que pueden ser obtenidos de esta manera es el tripto-
fano, un amino&cido esencial que se encuentra en concen-
traciones bajas en las protefnas de los cereales princi-
palmente. Por estas razones, este trabajo tuvo como obje-
tivo la obtencién de mutantes de Hansenula polymorpha hi-
perproductoras de triptofano utilizando metanol como fuen
te de carbono y encontrar las condiciones &ptimas de pro-
duccibn. .

Después de seleccionar una serie de mutantes, la
TMTR-34-8 resistente a 6 fluorotriptofano (6FT), 7 azatrip
tofano (7AT) y 7 metiltriptofano (7MT) fué capaz de excre
tar 344.8 mg/l de este .aminodcido. A partir de ella se se
lecciond .1a mutante A, resistente a ac. antranflico (750
Mg/ml) y que produce 3125 mg/l siendo éste el miximo ren
dimiento cbtenido en metanol.

Las condiciones 6ptimas de produccidn fueron de
2.3 g/l (3% v/v) de metanol, 7.5 mM (0.1% p/v) de sulfato
de amonio & 4.45 mM (0.05% p/v) de fosfato dificido de amo
- nio. Utilizando carbén activado y una .mezcla de etanol-a-
..monfaco (10:1) como eluyente se logr6 un 90% de recupera-

,

.cibn del triptofano producido’



INTRODPDUCCION

En los Gltimos afios se han reportado una‘gran
éantidad de microorganismos capaces de crecer eﬁ metanol
como finica fuente de carbono y como consecuencia, ha sur-
gido el interés en estudiar la fisiologfa y biogufmica de
la asimilacibn del metanol, la cufl ha sido.desarrollada
con gran detalle en la actualidad (ANTHONY, 1980; DALTON,
1980; WAGNER, 1977; TANI, 1978). Esto ha permitido que --
los estudios dirigidos hacia la utilizacibn del metanol -
como sustrato en diversosvprocesos fermentativés hayan -
ido tambifn en aumento (WAGNER, 1977;.OGATA et; al., 1975),
ya gue el metancl presenta una serie ae caracteristiqas.muy
favorables para su uso en dichos procesos. Asi se puede -~ |
encontrar que el metanol se obtiene con una pureza extra-
ordinaria del 99.8% (VOLFOVA & PILAT, 1974), es infinita-
mente soluble en agua, no es de difficil maqej§ Y p@edé -
ser removido ficilmente del medio de cultivo (YOKOTE, --
1974). Adem&s, no se requiere oxigeno para'una oxidacisn
preliminar, como es el caso de otros hidrocarburos, mini-
mizdndose la transferencia de oxigeno en el medio & la -
produéci6n de calor durante el crecimientd microbiano (AN~
THONY, 1980). Por otro lado, su precio, tanto en Estados.
Unidos como en algunos otros pafses entre los que se qgen:.

ta a México, es comparable con el de otras fuentes:de car-



bono convencibnales habiendo sido la producci6n en este
@ltimo de 102,750 toneladas durante el afio de 1978 (WAG-

NER, 1977; OLIZAR, 1980).

Hasta la fecha, el metanol se ha utilizado en
diversos procesos, de los cuiles, la produccibn de protei-
na unicelular ha sido el que mejores resultados ha dadd e
inclusive se ha llevado a. escala industrial, con tal»éxi—
" to gue existe eh Inglaterra una planta con una capacidad
de producciéh‘de 60,000 toneladas de proteina por aio -
(MULLER, 1976; HARRISON et. al., 1972; SENIOR & WINDASS,
1980).

la produccibn de metabolitos a partir de meta-

nol también ha llamado la atencibn (OGATA et. al., 1977)

y por ejemplo se ha reportade la produccibébn de serina a

partir de este alcohol por Arthrobacter g}gbiformis SK
200, Pseudomonas 3ab y Pseudomonas M531, éero en todos -
estos’ casos es.qecesaria la adicién de gli;iné al medio
de cultivo (TANI et. al., 1978; KEUNE et. al., 1976; Mo-
RINAGA et. al., 1981a, 1981b) . Ademis, se ha demostrado

la produccitn de ac. glutimico, de vitamina B12' de fénil-
alanina, tirosina y'de vélina 6 leucina (IZUMI, et. al.,
'1977; SUZUKI et. al., 1977; OKI et. al., 1973; SHIMIZU &

 SATO, 1976; TORAYA et. al., 1975).

. Dentro de los amincécidos y vitaminas, un --



metabolito pogencialmente importante es el triptofano, un
amino&cido esencial que se encuentra en bajas concentra--
ciones en la mayoria de las proteinas, principalmente en
la de los cereales, por lo que se ha recomendade la suple
mentacidédn de la harina de maiz y otros granos con tripto-
fano y lisina para aumentar su relacibn de eficiencia pro
teica (ELIAS & BRESSANI, 1972). Por esta razbn se conside
ra que este aminofcido llegari a.ser importante por esta
recomendable suplementacibn en los alimentos (ANONIMO, -

1978) .

Por otro lado, entre los microcorganismos gue -
pueden crecer en metanol destacan algunas kacterias como

Methylomonas methanolophila y entrelas levaduras las del

género Hansepula, especialmente H. polymorpha, una leva-

dura termotolerante aislada por LEVINE & COONEY (1973) y
que presentd un rendimiento de 0.36 g de peso seco por -
gramo.de metanol. Entre las levaduras y bacterias existe
una diferencia muy importante al pensar en su qitiliza- -
cidn dentro de un proceso fermentativo y que es su faci-
iidad de sepatacibn. En este aspecto, las levaduras pre-
sentan la ventaja de ser m&s flcilmente separables del -
medio de cultivo qgue las bacterias y este hecho aunado a

gue la cepa silvestre de Hansenula polymorpha DL-1 fué -

capaz de excretar 5 mg/l de triptofano fué lo gue indujo

a considerarla como un modelo interesante para la produc



cibn de este aminolcido a partir de metanol.

En este sentido se considerb fundamental obte-

ner mutantes de Hansenula polymorpha hiperproductoras de

triptofano utilizando metanol como fuente de carbono y -
evaluar la produccitn de este metabolito a partir de una
fuente de carbono no convencional abundante como es este

alcohol.




ANTECEDENTES

El metanol ha atraido la atencidn como un sustra
to para la industria de las fermentaciones y por lo tanto,
se ha estudiado con detalle a los microorganismos gue son
capaces de asimilarlo, asfi como las vias metab&licas uti-
lizadas por ellos. Estos estudios se remontan a 1906, afio
en que Sohngen aisl® una bacteria aerbbica que utilizaba

metano y que fué caracterizada ccmo Bacillus methanicus. -

Esta cepa fu@ reaislada 50 afios mis tarde por Dworkin y ~
Foster (1956) como un microorganismo que utilizaba al me-

tano 6 al metanol y se le denominé Pseudomonas methanica.

De aqui en adelante se aislaron gran cantidad de microor-
ganismos metil6trofos obligados o facultativos, incluyen-
do bacterias, levaduras y hongos (TABLA no. 1), entre los

que destacan Pseudomonas, Metilomonas y los géneros de le

vaduras Hansenula y Kloeckera (TANI et.al., 1978).

ASTIMILACION DEL METANOL.

Existen caracteristicas Gnicas de las vias meta
b6licas del metanol, especialmente en los primeros pasos
de las vias de asimilaci6n y disimilacibn, las cufles se -

han estudiado principalmente en bacterias y levaduras.



TABLA NO. 1. Microorganismcs capaces de asimilar al me-
tanol.

4) BACTERIAS.

a) Metilotr6ficas obligadas.

Metilobacter Metilocistis
Metilococcus Metilosinus
Metilomonas

b) Metilotr6ficas facultativas.

Arthrobacter Pseudomonas
Bacillus Rhodopseudomonas
Hipomicrobium Strentomyces
Protoaminobacter Vibrio :

B) LEVADURAS Y HONGOS.
a) Metilotr6ficos facultativos.

Candida o Pichia

Hansenula Torulopsis
Kloeckera Trichoderma

Fuente: WAGNER, 1977.



El metanol puede ser catabolizado hasta didxi-
do de carbono teniendo como intermediarios al formaldehi-

do y al ac. fbrmico, de acuerdo a la siguiente secuencia:

Metanol --3 Formaldehido ~-» Ac. Fbérmico --3 CO2
siendo en bacterias oxidado por una metanol deshidrogena-
sa que in vitro utiliza metosulfato de fenazina como acep
tor de electrones. Se ha sugerido al citocromo C como el

aceptor in vivo. Esta enzima oxida alcoholes primarios -—-
con la misma velocidad que al metanol, pero no oxida a é;
coholes secundarios (HOU et. al., 1979a, 1979b). Reciente
mente fué identificada y purificada una alcohol deshidro-
genasa unida a nicotin-adenin-dinucleétido (NAD), especi-

fica para alcoholes secundarios (HOU et. al., 1981),.

En levaduras existe una metanol oxidasa induci-
ble conteniendo flavin-adenin dinuclebtido (FAD) como co-
factor (SAHM & WAGNER, 1973; TANI et. al., 1972; KATO et.
al., 1976). Esta enzima oxida al metanol, alcoholes prima
rios e isopropanol (3-5% de la actividad para metanol). -
Otra enzima, la NAD-alcohol deshidrogenasa fué aislada de

Candida boidinii que es constitutiva y oxida a otros alco

holes primarios excepto al metanol. También en levaduras
se encontr® una actividad oxidante de alcoholes secunda--.

rios (HOU et.al., 1981). Tanto en levaduras como en bhacte



rias, el producto de la oxidacibén del metanol es el formal

dehido.

Tres enzimas diferentes han sido aisladas de --
bacterias para catalizar la oxidacién del formaldehido. La
mis importante es la formaldehidc deshidrogenasa dependiég
te de glutatifn unida a NAD gue se encuentra presente en -

Micrococcus denitrificans, Protaminobacter ruber y Vibrio

extorguens (COX & QUAYLE, 1975; OGATA et.al., 1975; JOHN-

SON & QUAYLE, 1964).

Las levaduras son un grupo mis homogéneo con res
pecto al mecanismo de oxidacién del formaldehido. En todas
las especies estudiadas se han encontrado formaldehido y
formato deshidrogenasas NAD-dependientes (OGATA, 1975). =
Estas enzimas son de crucial importancia durante el creci
miento en metanol, ya que la mayor parte del NADH se gene
ra durante la oxidaci6n del formaldehido a dibxido de car
bono (HARDER & VAN DIJKEN, 1975a). El formaldehido que en
solucibn est& presente como metilenglicol es subsecuente~
mente oxidado por la formaldehido deshidrogenasa, siendo
el sustrato para esta enzima, el hemimercaptal formado es-
pontineamente entre el metilenglicol y el glutatibn. El -
producto de‘la reaccidbn es el S-formilglutatidn. Este tiol
éster es subsecuentemente hidrolizado por la formato deshi
drogenasa liber&ndose co, y regenerfindose el glutatibn. En

estas dos reacciones se genera NADH (FIGURA 1). Es impor-



FIG. 1. Representacibén esquem8tica de la localizacibn
y. el mecanismo de oxidacidn del metanol por levaduras.
{1) Alcohol oxidasa; (2) Catalasa; (3) Reaccién no en-
zim&tica; (4) Formaldehido deshidrogenasa; (5) S-for--
milglutatidn hidrolasa; (6) Formato deshidrogenasa; -
(7) Formato deshidrogenasa.
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tante hacer notar que el formaldehido y el formato también
pueden ser formados en los peroxisomas y excretados al ci
toplasma como resultado de la accibn de la metanol oxidasa
sobre el metanol (SAHM, 1975) y via una accifn peroxidati
va de la catalasa sobre el mismo compuesto (VAN DIJKEN et.
al., 1975a). Cuando tales reacciones ocurren in vivo es -
de esperarse que el formato producido de esta manera no -
sea oxidado por la formato deshidrogenasa, ya que esta en
zima tiene una afinidad muy baja por el formato libre, «--
dando como resultado que este compuesto deba ser excreta-
do durante el crecimiento de las levaduras en exceso de -

metanol (VAN DIJKEN et. al., 1976).

En levaduras, la alcohol oxidasa y la catalasa
estln localizadas en unas estructuras denominadas peroxi-
somas, los cufles se forman durante el crecimiento en me-
tanol. El cultivo prolongado en presencia de este alcohol
resulta en un gradual aumento en el niimerc de peroxisomas
a trav8s de la separacidn de peroxisomas pequefios de los
organelos maduros. Durante este crecimiento, asociaciones
con reticulo endopldsmico son evidentes (VEENHUIS et. al.,

- 1979).

Todas las enzimas antes mencionadas estén regu-
ladas por un mecanismo de derrepresidn-represifn més que
por induccifn-represifn, ya que c&lulas crecidas en gluco

sano presentan a ninguna de las cuatro enzimas (metanol
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oxidasa, catalasa, formaldehido y formato deshidrogenasas)
en la fase exponencial pero fueron formadas en la fase es
tacionaria tardia sin la adicibn de metanol. M&s afin, 'las
enzimas fueron sintetizadas durante el crecimiento en sor
bitol, glicerol, ribosa y xilosa (EGGELING & SAHM, 1978).
Adem&s, las enzimas no se encuentran codificadas en la mis
ma unidad regulatoria, ya gue no presentan un grado de de-
rrepresidn idéntico 6 coordinado. Por otro lado, todas se
reprimen por glucosa y en presencia de metanol pueden so-
brellevar la represibn catab&lica por piruvato, succinato

v glicerol (EGLI et. al., 1980).

Cuando los microorganismos se transfieren de me
tanel a glucosa, estas enzimas y los peroxisomas se degra
dan y desintegran r&pidamente;. se ha sugerido la partici
pacibn de enzimas proteoliticas. Este mecanismo se ha de-
finido como inactivacién catab6lica (HOLZER, 1976). Es im
portante hacer notar que la formaldehido y formato deshi-
drogenasas, enzimas citoplésmicas no son afectadas por es -
te proceso indicando que la inactivacifn bajo estas condi.
ciones estd restringida a enzimas peroxisomales exclusiva

mente (EGLI et. al., 1980).

ASIMILACION DEL METANOL EN CARBON CELULAR.

Existen cuatro rutas principales para la asimila
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¢ibn del metanol en material celular, difiriendo una de -
otra en la reaccibn en que se forma el primer enlace carbo
no-carbono (QUAYLE & FERENCI, 1978; QUAYLE, 1972; ANTHONY,
1975; COX & QUAYLE, 1975; VAN DIJKEN et. al., 1978; 0'CO-
NOR & QUAYLE, 1979). Si se toman en cuenta variaciones en
los detalles, existen por lo menos seis vias diferentes y

gue son las que se mencionan a continuacidn:

a) VIA DE LA RIBULOSA BIFOSFATO.

3co, + BATP + 5NADH ~~-~+ Fosfogliceraldehido

b) VIA DE LA SERINA.

2HCOH + CO, + 3ATP + 2NADH ---3 Fosfogliceraldehido

c) VIA DE LA RIBULOSA MONQFOSFATO.

i) VARIANTE ENTNER-DOUDOROFF.

3HCOH + 2ATP ---3 Fosfogliceraldehido + @ NADH

ii) VARIANTE FRUCTOSA BIFOSFATO.

3HCOH ~---% Fosfogliceraldehido + NADH



13

d) VIA DE LA DIHIDROXTACETONA.

3HCOH + 2ATP =---% Fosfogliceraldehido + NADH

La via de la ribulosa bifosfato o "ruta autotrg

fica" se ha encontrado en Paracoccus denitrificans en don-

de el carbono es fijado a nivel de dib6xido de carbono, -~
siendo la ribulosa bifosfato la molécula aceptora y el pro

ducto son dos moléculas de fosfogliceraldehido.

La via de la serina se ha estudiado principalmen

te en Pseudomonas 3ab (VAN DIJKEN & HARDER, 1975b), aungue

también se ha descrito en Methanomonas methancoxidans y en

Streptomyces sp. (LAWRENCE et. al., 1970; KATO et. al., -

1977) . Las reacciones gque se llevan a cabo durante este -
ciclo se encuentran en la FIGURA 2, siendo las enzimas que
se consideran clave para este cicle y cuya presencia de--
muestra la asimilacién del metanol por esta via, la mala-
to liasa (malato tiocinasa y la malilCoA liasa), hidroxi-

piruvato reductasa e isocitrato liasa (XKATO et. al., 1977).

La via de la ribulosa monofosfato también invo-
lucra la asimilacibn a nivel de formaldehido, siendo el -
aceptor una molé&cula de ribulosa monofosfato y el producto
3hexulosa 6 fosfato. Tres moléculas de fructosa fosfato de
rivadas de este producto son rearregladas para dar un com-

puesto de 3 carbonos y 3 molé&culas de ribulosa monofosfatg
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® 3P-GLICERATO
2 SERINA —+ 2 HIDROXIPIRUVATO 2 GLICERATO '{
3P-GLICERATO
0]
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ISOCITRATO - ACETIL CoA 1
® 'MALATO
OXALOAGE TATO
®

!
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1
L cLIoXALAT
k;GLIQI\LI\O

GLIOXALATO

FIG. 2. Via de asimilacifn del metanol por la ruta’de
la serina icl en metil&trofos. (1) Serina trahshidrg
ximetilasa; (2) Hidroxipiruvato reductasa; (3) Malato  -:
tiocinasa; (4) Malil-Co-A liasa; (5) Isocitrato lias#. ' -
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son regeneradas. En esta ruta hay por lo menos dos secuen-
cias diferentes. En la variante Fructosa Bifosfato se ge-
nera una triosa fosfato como producto y en la variante Ent
ner-Doudoroff se forma piruvato. Las bacterias que utili-
zan al metanol poxr la via de la ribulosa monofosfato, ---
usualmente tienen un ciclo de los &cidos tricarboxilicos
incompleto y son incapaces de usar otras fuentes de carbo-

ne diferentes al metanol (FIGURA 3).

En la Gltima ruta, la de la dihidroxiacetoha, -
tambi&n se asimila el metanol a través del formaldehfdo -
que se condensa con xilulosa 5 fosfato para generar dihi-
droxiacetona y gliceraldehido 3 fosfato. Una de 6 molécu-~
las de triosa formadas es asimilada en material celular,
mientras que las 5 restantes son rearregladas para regene
rar.3 moléculas de xilulosa 3 fosfato. Esta via ha sido -
propuesta recientemente para la asimilacifn de metanol por
levaduras (VAN DIJKEN et. al., 1978; O'CONNOR & QUAYLE; -

1979). Las reacciones se presentan en la FIGURA 4.

BIOSINTESIS DE TRIPTOFANQ A PARTIR DE METANOL.

El triptofano es un aminodcido aromitico cuya es
tructura se muestra en la FIGURA 5 y que puede ser produci

do por diversos microcrganismos, en donde su via de biosin
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FIG. 3, Asimilaci6n del metanol por la via de la ri-~
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fato sintetasa; (2) Fosfohexulosa isomerasa.
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tesis se inicia con la condensacifn del fosfoenolpiruvato
y la eritrosa 4 fosfato para formar un azficar de 7 carbo-
nos, la 3 desoxi-D-arabino heptulosonato 7 fosfato. Estos
dos compuestos son los sustratos iniciales para la biosin
tesis del triptofano, asi}como para la fenilalanina y la
tirosina y que tienen que formarse a partir del metanol en

el caso de usarse como Ginica fuente de carbono.

La via de la dihidroxiacetona es la que se ha
propuesto para la asimilacidén del metanol por H. polymor-
pha, por lo gue el gliceraldehido 3 fosfato por esta via
generado, puede ser convertido a fosfoenolpiruvato por las

enzimas de la via glicolitica y por otro lado, la eritro-

sa 4 fosfato puede ser formada a través de las reacciones
de rearreglo que se llevan a cabo durante la regeneracidn

de la xilulosa 5 fosfato.

Posteriormente, el azficar 3 desoxi-D-arabino-hep
tulosanto 7 fosfato es transformado en ac. corismico a --
través de varios pasos enzimiticos. Este fcido es un in--
termediario com@in para los 3 aminodcidos aromiticos ya men

cionados.

El ac. corismico es transformado a ac. antrani-
lico por una enzima clave en la regulacidn de la biosinte
'sis de triptofana, la antranilato sintetasa.- Posteriormen
te, el antranilato mediante tres pasos enziméticos egs -=-

convertido a triptofano {(FIGURAS 6 y 7). Hay que hacer no
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FIG. 5. Estructura del triptofano.
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FIG. 7. Enzimas que participan en la bipsintesis de los

aminofcidos aromfticos. DAHPS: D-arabino heptulosonato 7
fosfato sintetasa; AS: antranilato sintetasa; CM:corisma
to mutasa; AFT: antranilato—fosforribqsi1 transferaéa; -
FATI: fosforribosil~-antranilato isomerasa; IGS: indolgli-
cerel fosfato sintetasa; TS: triptofano sintetasa; PF: -

prefenato deshidrogenasa; PFH: prefenato deshidratasa. y
TRS: transaminasa.
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tar que para la sintesis de antranilato se requiere gluta
mina o amonio como donadores del grupo amino y serina en
la formacién del triptofano a partir de indol por la trip

tofano sintetasa.

‘Esta via biosintética es idéntica para todos los
microorganismos a diferencia de los mecanismos regulato--
rios que varfan de forma importante entre ellos y que de-
ben tomarse en cuenta al tratar de sobrepreducir un meta-

bolito. Asf, en Corynebacterium glutamicum, la DAHP sinte

tasa es inhibida sinérgicamente por fenilalanina, tirosi-
na y triptofano; la prefenato deshidrogenasa, la primera
enzima de la via terminal de tirosina es dé&bilmente inhi-
bida por L-tirosina y la prefenato deshidratasa es comple
tamente inhibida por fenilalanina y triptofano. Ademis, -
la tirosina estimula la actividad de la prefenato deshidra
tasa y revierte la inhibicifn por fenilalanina y triptofa
no. Por otro lado, la antranilato sintetasa, la primera -
enzima de la via de formacibn de triptofano es inhibida v

reprimida por este aminodcido (HAGINO & NAKAYAMA, 1975).

En el caso de Hansenula polymorpha es poco lo -

que se sabe acerca de los mecanismos regulatorios de la -
biosintesis de triptofano y acerca de la organizacibn de

los genes gque codifican para estas enzimas, peroc se pue--
den inferif a través de los resultados obtenidos para - -

otras levaduras y que son los que se presentan a continua
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cién.

La primera reaccién de la via de biosintesis de
aminodcidos arcmiticos, la condensacifn de fosfoenolpiruva
to y eritrosa 4 fosfato en DAHP se lleva a cabo en Saccha-

romyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe y Hansenula

henricii por dos isoenzimas. En los tres casos una de - -
ellas es inhibida por tirosina y la otra por fenilalanina

(BRACHER & SCHWEINGRUBER, 1977; BODE & BRINBAUD, 1978a).

Por lo que respecta a la antranilato sintetasa,
LINGENS (1968) y DOY & COOPER (1966} demostraron que es =

inhibida por triptofano en Saccharomyces cerevisiae y por

otro lado FANTES et. al., (1966) reportaron no haber en~-
contrado represidn de las enzimas de la via de triptofano
incluyendo a la antes mencionada. Sin embargo, una derre-
‘.wesibn de 2 a 3 veces de estas enzimas puede ser generada‘
ufeciendo a la cepa silvestre en presencia de 5 metil trip
tofano (5MT) 6 ac. indol acrilico (MIOZZARI et. al., 1977).
Estos compuestos deben su efecto a gue causan una limita-
ci6n de triptofano inhibiendo un paso especifico en la =--
biosintesis del amino8cido. Pero esta derrepresidn no pa-
rece ser un mecanismo régulatorio importante de la via, =~
ya que no es especifico tan s6lo de anflogos de triptofa-
no, sino que tambié&n ocurre cuando se limita de leuciné,

histidina o arginina (SCHURCH et. al., 1974).

En el caso de Hansenula henricii, la antranila-~
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sintetasa es tambi&n inhibida y no reprimida por triptofa
no (BODE & BRINBAUD, 1978b, 1978c). En esta levadura, la
enzima fosforribosil transferasa se ha caracterizado por
ser inhibida por ac. antranilico (BODE & BIRNBAUD, 1978d4).
Por lo gue respecta a la regulacidn entre vias, existe --
cierta relaci6n entre histidina y triptofano tanto en - -

Hansenula henricii como en Hansenula polymorpha (BODE & -

BIRNBAUD, 1980; SANCHEZ et, al., 1978a).

Resumiendo podemos decir que las levaduras en -
general tienen:
1) Dos isoenzimas para la actividad de la DAHP sintetasa,
una inhibida por tirosina y la otra por fenilalanina.
2) La antranilato sintetasa es inhibida pero no reprimida
por triptofano.
3) La fosforribosil transferasa es la enzima limitante de
la via de biosintesis de triptofano.
4) Existe interrelacifn entre las vias de histidina y trip

tofano principalmente.

Con estas bases se puede considerar que es posi

ble la seleccibn de mutantes de H. polymorpha hiperproduc

toras de triptofano y posteriormente evaluar la produccibn

del amino&cido utilizando metanol como fuente de carbono.

‘Para cumplir con este objetivo se propuso una -
estrategia con base en los antecedentes antes mencionados

Yy gue se resume en los siguientes puntos:
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1. Sensibilidad de la cepa silvestre de H. polymorpha a -

diferentes andlogos de triptofano.

2. Seleccidn de mutantes resistentes a uno de estos andlo
gos.

3. cCuantificaci6n de la produccidn de triptofano por las
mutantes resistentes y seleccifn de la mejor productora.
4, Seleccibn de mutantes resistentes a mayores concentia—
ciones del mismo andlogo & a otros andloges y cuantifica-
cién de la produccitn de triptofano en cada una de ellas.
5. Efecto de fenilalanina y tirosina sobre la produccibn
de triptofano por la mejor mutante obtenida.

6. Optimizacidn del medic de cultivo para la produccién
de triptofano.

7. Recuperacidn del triptofano.




MATERTIATL Y METODOS

1. REACTIVOS. El extracto de levadura, peptona, glucosa

Y agér fueron obtenidos de DIFCO. Los andlogos de tripto~'
fano (7 Metiltriptofano, 6 Fluorotriptofano y 7 Azatripto
fano), el ac. antranilico, L~tirosina, L-fenilalanina, L-
triptofano, N-metil-N'-nitro~N-nitrosoguanidina y la nis-
tatina fueron adquiridos de SIGMA Chem. Co. El metanol y

las sales inorgdnicas de BAKER, S.A.

2. MICROORGANISMO. La cepa silvestre de Hansenula polymor-

pha DL-1 fué obtenida del Instituto Tecnoldgico de Massa-
chusetts, U.S.A. Esta levadura crece en metanol o glucosa
como inica fuente de carbono y energia. Los rangos Sptimos
de temperatura y pﬁ para el crecimiento son de 37-42°C y

4.5-5.5 respectivamente. La TABLA no. 5 muestra la genea-:
logia y otra informacién pertinente sobre las mutaﬁtes ob

tenidas en este estudio.

3. MEDIOS DE CULTIVO.

a) Para el mantenimiento de la cepa se utilizé
el medio completo (MC) para levaduras reportado por FINK
(1970) .y que contiene en gramos por litro: 10 g de extrac
to de levadura, 20 g de peptona, 10 g de g{ucosa y 15 g -

de agar.
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b) Para los estudios de fermentacifn se utilizd

un medio minimo {MM) que contiene lo siguiente:

g/l
Metanol 0.79
(NH4)ZSO4 1.0
KH2P04 1.0
MgS0, 0.5
CaC12'7H20 0.1
Nacl 0.1
Na,HPO, 0.24
Biotina 0.000002
Tiamina 0.0004

*Sol, Sales traza 10.0 ml

*Sol. que contiene en mg/l: Smg de FeCl3, 7mg de ZnSO4, =
lmg de H3BO3, Img de CuSO4 y 1mg de KI. ,

Para el medio minimo s6lido se afiadieron 15 g -

de agar por litro de medio. El todos los casos el pH del

medio se ajustdé a 5.5 con NaOH 1N y el metanol fué adicio

nado al medio estéril justo antes. de inocular.

4. DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD DE LA CEPA A LOS ANA-

- LOGOS DE TRIPTOFANO.

Se sembr® una suspensidn de la cepa silvestre -

de H. polymorpha DL-1 o de las mutantes en cajas contenien

do MM adicionado de diferentes concentraciones del an&logo

(esterilizado por filtracibn). Se incubaron las cajas a ~




27

(esterilizado por filtracién). Se incubaron las cajas a -
37°C durante 24-48 horas y se selecciond la concentracidn
del anflogo a la cudl el crecimiento fu& nulo (SHIIO et.

al., 1973).

5. AISLAMIENTO DE LAS MUTANTES RESISTENTES A LOS ANALOGOS

DE TRIPTOFANO.

Se sembrd una suspensidn de una determinada mu-
tante 6 de la cepa silvestre en cajas conteniendo MM con
la minima concentracién inhibitoria del andlogo seleccio-
nado. Se incubaron las cajas durante 48 horas o mds tiem-
po si era necesario a 37°C y se seleccionaron las colonias
que aparecieron al final de este tiempo. Se purificaron -
las mutantes en cajas conteniendo la misma concentracifn
del andlogo y se mantuvieron en el mismo medio hasta pro~

bar la produccibén de triptofano (SHIIO et. al., 1973).

6. AISLAMIENTO DE LAS MUTANTES RESISTENTES A AC. ANTRANI~-

LICO.

Se siguid el mismo procedimiento descrito en =~
los incisos 4 y 5 pero usando diferentes concentraciones
de ac. antranilico para determinar la sensibilidad y pos-

teriormente seleccionar las mutantes resistentes.

7. MUTAGENESIS.
Se inocularon 10 ml de MM liquido con una sus--

pensidn de la cepa o mutante seleccicnada & incubaron a -
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37°C durante 20-22 horas con agitaci6én (150 rpm). Al cabo
de este tiempo se lavaron las levaduras dos veces con agua
estéril y se resuspendieron en 9.5 ml de solucibn amorti-
guadora de citratos 0.1M pH de 5.5. Se adicioné entoncen-
ces la N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (25 Pg/ml) y se
tomaron muestras cada 15 minutos. Se sembr® en cajas con

MC para contar el nfimero de sobrevivientes en cada uno de

los tiempos. Se selecciond el tiempo que provocd un 90-95%

de muerte (FIGURA g) (SANCHEZ & DEMAIN, 1977).

8. CONDICIONES DE FERMENTACION PARA LA PRODUCCION DE TRIP~

TQOFANO.

Se inocularcon 50 ml de MM con una sqspensién de
'Lla cepa o mutante por analizar, ajustando la densidad Sp~-
tica (D.O.) a 0.1. Se incubd a 37°C con agitacibn (150 --
rpm) y se tomaron muestras a diferentes a las cudles se -
les determiné el crecimiento por densidad Optica y tripto

fano por el método de OPIENSKA~BLAUTH (1963).

9. DETERMINACION DEL CRECIMIENTO.

El crecimiento fué estimado por la absorbancia
en un colorimetro Bausch & Lomb Spectronic 20 a una longi-

tud de onda de 540 nm.

10. DETERMINACION DE TRIPTOQFANO.

El triptofano se determind en el medio de culti-
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FIG. B. Curva de sensibilidad de Hansenula polymorpha
DL-1 a N-metil-N'-nitro—N—nitrosoguanidina (NTG) en -
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cién. lLa concentracién final de la NTG fué de 25 mi=--
Crogramos por mililitro. X ‘




vo utilizando el mé&todo de OPIENSKA-RIAUTH (1963). Este -

método consiste de los siguientes pasos:

- Colocar 0.5 ml de muestra en un tubo de ensayo.

- Adicionar 5 ml del reactivo de trabajo*.

- Agitar perfectamente e incubar a 60°C durante 15
minutos.

- Al cabo de este tiempo colocar los tubos en un ba-
fio de hielo.

- Leer la absorbancia a 460 nm e interpolar las lec-
turas obtenidas en una curva estfndar obtenida en
las mismas condiciones.

- .La curva esténdar fué realizada con triptofano co-

mercial en un rango de concentraciones de 0-250 ug.

* El1 reactivo de trabajo consiste en la mezcla de partes
iguales de ac. .sulffirico al 80% v anhidrido acético al 10%
v/v conteniendo 27 mg de FeCl3 por cada 100 ﬁl de la mez-

cla.

12. OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION .

DE TRIPTOFANO.

La optimizacibn del medio de cultivo se llevd a
cabo variando los componentes del medio minimo en los si{
guientes rangos de concentraciones. Para metanol se varib
de 3.96 hasta 31.0 g/l. Como fuentes de nitrbgeno se uti-

lizaron el sulfato, cloruro y fosfato didcido de amonio -~



en los siguientes rangos de concentracidn: 3.75-22.5mM pa-
ra el sulfato, 9-55 mM para el cloruro y de 4.45 a 26.7 mM
para el fosfato. Las concentraciones de tiamina y biotina
se variaron de 0.1 a 5 ug/ml. En todos estos casos el pH

del medio se ajustd a 5.5 con NaoH 1 N,

13. EFECTO DEL pH INICIAL DEL MEDIO DE CULTIVO.

Para mantener el pH del medioc de cultivo se.usa-
ron los fosfatos como solucibdn amortiguadora. H3PO4/H2PO4
para los valores de 3 y 4; H,PO,/HPO, para 5, 6 y 7. En -
ningfin caso hubo variacién del pH en funcidn del tiempo -

de fermentacibn.

14. SEPARACION ¥ PURIFICACION DEL TRIPTOFANO PRODUCIDQ --

POR LAS MUTANTES.

Se colocaron 2.5 g de carbfn activado en una co
lumna de vidrioc de 2 por 10 cm y se pasd el medio de cul-
tivo a través de €l. Se eluyb el triptofano con una mezcla

de etanol-amoniaco (10:1).

15. IDENTIFICACION DEL AMINOACIDC PRODUCIDO COMO TRIPTOFA-

NO.
Para la identificacibn del aminofcido se utilizé
la técnica de cromatografia en capa fina o papel de acuer-

do a lo reportadoc por HAGINO & NAKAYAMA (1975).
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16. CURVA DE CORRELACION ENTRE EL CRECIMIENTO POR DENSI-

" DAD OPTICA Y POR PESO SECO.

El crecimiento fué determinado por densidad &p
tica tal y como se ha descrito en el inciso 9 y el peso
seco se cuantificd después de centrifugar a las levaduras
y resuspenderlas en un mfnimo volfimen de agua. Esta sus-
pensibn se colocd en una pequefla charcla de aluminio y se
sect en un horno a 60°C hasta peso constante. En la FIG.
9 se muestra la correlacifn lineal enére estos dos paréme

txos.
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FIG. 9. Curva. de correlacibn entre densidad
6ptica»y peso seco de Hansenula polymorpha.
El crecimiento pof densidad Sptica se deteg"
minb por la absorbancia a 540 nm y el peso

seco se obtuvo después de eliminar el -agua-
de las muestras a 60°C.



RESULTADOS Y DISCUSION

I. SELECCION DE LAS MUTANTES HIPERPRODUCTORAS DE TRIPTO-

FANO.

La seleccibn de las mutantes hiperproductoras -
de triptofano se inicif a partir de la cepa silvestre .de.

Hansenula polymorpha DL-1, la cu8dl produce 5 mg/l del --

aminofcido por litro de medio de cultivo. BEsto se conside
r6 importante puesto que es necesario que un microorganisg
mo sea capaz, no sb6lo de producir un metabolito dado sino

también de excretarlo.

En principio se estableci6 la sensibilidad de -
la Hansenula polymorpha DL-1 a 6 fluorotriptofano (6FT) -
y como se puede observar en la TABLA No. 2, 100 pg/ml del
andlogo inhibieron totalmente el crecimiento de la cepa,
siendo esta concentracifén en la cuil se obtuvieron las --
primeras mutantes hiperproductoras de L-triptofano. De las
mutantes obtenidas, la denominada 6FTR fué la que produjo
la mayor cantidad del amino&cido (100 mg/l). E1l aumento -
en produccibn fué de 5 mg en la cepa silvestre a 100 mg/1l

en la mutante.

Esta mutante (6FTR) resultd ser todavia sensi-
ble al mismo an&logo pero a concentraciones mayores, sien

do la minima inhibitoria de 750 Pg/ml (TABLA No. 3). Se -



TABLA 2. SENSIBILIDAD DE Hansenula polymorpha
DL-1 A 6 FLUOROTRIPTOFANO.

pg/ml Crecimiento
relativo
0 +++
20 ++
40 +
- 60 +
80 +
100 -
200 -

Se utilizd MM con prolina (100 pg/ml) como fuente -
de nitrbgeno y se sustituyd el metanol por glucosa
(1%). El crecimiento se determin6é a las 48 horas de
incubacibn a 37°C. Se asignaron +++ a un muy buen -
crecimiento, ++ a un buen crecimiento, + a un creci
miento medio, + a un crecimiento deficiente y - a =~
un crec1mlento Tnulo.
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TABLA 3. SENSIBILIDAD DE LA MUTANTE 6FTR &
6 FLUOROTRIPTOFANO.

Fg/ml Crecimiento
relativo
0 Gt
300 +++
400 ++
500 +
600 +
700 +
750 -
800 -

Se utilizé MM con prolina (100 pg/ml} como --

fuente de nitrdgeno y se sustituyd el metanol

por glucosa {(1%). El crecimiento se determind

a las 48 horas de incubacién a 37°C. Se asig-—
naron +++ a un muy buen crecimiento {control)},
++ a un buen crecimiento, + crecimiento medio,
+ a un crecimiento deficiente y - a un creci--
miento nulo.
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obtuvieron en esta concentracifn 87 mutantes de las cui-
les, 1la M, fué la que produjo la mas alta cantidad de --
triptofano (178 mg/l). La produccibn especfifica fuéd de -

35.2 mg/D.O.

Al tratar de determinar la sensibilidad de la
mutante M1 a mayores concentraciones de 6FT se observd -
gue ya era insensible a este andlogo afin a 1.5 mg/ml, por
lo gue se decidid utilizar otro andlogo. Esta mutante fué
sensible a 7 azatriptofano (7AT) y a una concentracibn de
500 pg/ml se seleccionaron 79 colonias resistentes de las
que la mutante Mirp produjo inicialmente m&s triptofano
que la mutante Ml, pero en ensayos posteriores disminuyb
a 180 mg/l. Este descenso se advirtid después de haber -
aeterminado la sensiblidad de la MIII a otros andlogos y
de haber seleccionado a 1000 pg/ml de 6FT a la mutante -
Mi11_4g Que produjo 289.6 mg/l y 66.5 mg/D.0. Es importan

te hacer notar gque la M volvié a ser sensible a 6FT a

III
pesar de provenir de la Mi que era resistente a este ané-
logo, por lo que la mutacibén qgue le confirif la resisten-
cia a 7AT provocd, posiblemente, un nuevo cambioc en la an

tranilato sintetasa que la hizo volver a reconocer a 6FT

como un inhibidor.

El siguiente anilogo utilizado fué el 7 metil-

triptofano (7MT), al cu8l fué sensible la mutante MIII—48‘

A una concentracidén de 250 pg/ml del andlogo crecieron 45
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mutantes de las que la de mayor produccidén fué la denomi-
nada 7MTR-34-8 que aumentd de 289.6 a 344.8 mg/l de trip-

tofano y la produccibn especifica de 66.5 a 69.5.

De agui en adelante la seleccifén de mutantes re
sistentes a andlogos de triptofano se vié muy limitada -
porque la mutante 7MTR-34-8 fué insensible a concentracio
nes menores de 1.5 mg/ml de 7MT, 7AT, 6FT e hidroxamato -
de triptofano y cantidades maycres de los an&logos fueron
muy diffciles de solubilizar sin afectar el pH del medio
de cultivo. Por esta razbn se procedid a seleccionar mu--
tantes resistentes a ac. antranilico, un intermediario en
la biosintesis del triptofano y que se ha demostrado que
inhibe a la enzima fosforribosil transferasa de Hansenula
henricii (BODE & BINRBAUD, 1978¢c), por lo que podria ex-

Plicarse que inhiba el crecimiento de H. polymorpha, ya -

gue impedirfa la biosfntesis del triptofano. En la TABLA
No. 4 se presenta la sensibilidad de esta levadura a ac.
antranflico y a una concentracién de 700 png/ml el creci--
miento fué nulo, pero después de sembrar en esa concentrg
cibn a la poblacibén mutagenizada, se obtuvieron una gran
cantidad de colonias resistentes, de las cudles muy pocas
aumentaron su produccién de triptofano. Se selecciond a -

la mutante A, que produjo 412.5 mg/l de este aminodcido.

1
Esta mutante fué insensible a mayores concentraciones de

ac. antranflico y con &sto se agotaron las posibilidades
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TABLA 4. SENSIBILIDAD DE LA MUTANTE 7MTR-34-8
A AC. ANTRANILICO.

pg/ml Crecimiento
relativo
0 +++
100 +++
200 ++
400 +
600 +
700 -
800 -
1000 -

Se utilizé MM con prolina (100 pg/ml) como fuente
de nitrégeno y se substituy6 el metanol por gluco
sa (1%). El crecimiento se determiné a las 48 ‘ho-.
ras de. incubacibn a 37°C., Se asignaron +++ a un -
muy buen crecimiento, ++ a un buen crecimiento, +
a crecimiento medio, + a un crec1m1ento def1c1en-
te y - a un crecimiento nulo.
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de utilizacidén de los anflogos u otros compuestos para la
seleccién de mutantes hiperproductoras. En la TABLA No. 5
se muestra la genealogia completa de las mutantes y en la
FIGURALO se presenta la produccién por mililitro y la es-
pecifica de cada una de ellas. Como se puede observar, la
6FTR aumentd en 20 veces la produccibn de triptofano sien
do &ste el mayor aumento obtenido, ya que en las subse- -
cuentes mutantes fué de 0.7 veces o menor. La produccidn

especifica aumenta en forma casi paralela a la produccibn
por mililitro. Al final, con la mutante Al la produccidn

aument8 de 5 mg a 412.5 lo gue significa ﬁn incremento to
tal de B2 veces aproximadamente. Hay que mencionar que no
se detectd la excresidn de ningln otro aminodcido, al me-
nos por cromatograffa en placa fina, lo que no excluye =~

que se produzca algln otro en cantidades muy pegquenas.

En otros casos de produccibén de triptofano re--
portados, los rendimientos son mayores que en este traba
jo, como cuando se utiliza una mutante resistente a 5 --

fluorotriptofano (5FT) de Bacillus subtilis gue produce

4000 mg/l (SHIIO.et. al., 1973) 6 una mutante de Coryne-

bacterium glutamicum resistente a diversos andlogos de

triptofano y cuya produccibén es de 4900 mg/l. En estos -
dos casos la fuente de carbono utilizada fué glucosa a -
una concentracifn del 10% (HAGINO & NAKAYAMA, 1975) . En

nuestro caso el rendimiento no es muy grande pero la di-
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TABLA 5. GENEALOGIA DE LAS MUTANTES HIPERPRODUCTORAS
DE TRIPTOFANO OBTENIDAS.

Cepa Silvestre

6FTR Resistente a 100 pg/ml de 6FT
l

My Resistente 750 ng/ml de 6FT

MiII Resistente 500 pg/ml de 7AT

M£11—48 Resistente a 1000 pg/ml de 6FT
71!’1'I‘R—34-8 Resistente a 250 ug/ml de TMT
l

A, Resistente a 700 pg/ml de ac.

antranilico
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FIG.10. Produccibn de triptofano de cada una de las mu-
tantes obtenidas. Se utilizé MM adicionado de 23 g/l de
metanol y 7.5 mM (1 g/1) de sulfato de amonio. El creci
miento y el aminoicido se determinaron a las 96 horas de
fermentacién a 37°C con una agitacibn de 150 rpm.
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ferencia estf en que la fuente de carbono utilizada es me
tanol y no glucosa que es una mejor fuente de carbono gue
este alcohol. A este respecto, s6lo un caso se ha reporta
do de produccién de triptofano a partir de metanol y se =

utiliza una mutante de Methylomonas methanclophila resis-

tente a 5 metil triptofano (5MT) (SUZUKI et. al., 1977).
La produccién alcanzada fué de 200 mg/l del aminodcido, -
siendo este rendimiento menor que el obtenido con H, poly-
moxpha Al. Es importante mencionar que la mutante Al pro-
duce 2000 mg/l de triptofano cuando se utiliza glucosa al
8% como fuente de carbono (datos no mostrados), por lo --
que se podria decir que en este azlcar la produccidbn es -
comparable con las antes mencionadas. Esta diferencia en
produccifn también nos puede indicar que en el caso de --
utilizar metancl, la disponibilidad de los precursores es
.té limitada, ya que aungque en glucosa aumenta mucho el --
crecimiento, la produccibn especifica también es mayor., -
Esto podria resolverse si se seleccionaran mutantes gue
tengan una asimilacibn de metanol més eficiente para que
mayor parte de este alcohol sea canalizado hacia la bio-

sintesis de triptofano y no Gnicamente a crecimiento.

Por lo que respecta a la productividad, en nues
tro caso es de 0.0042 g/1/h, siendo &sta muy baja si se
compara con otras reportadas para la produccibn de trip-

tofano utilizando no finicamente fermentacifn sino produc
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cibén enzimitica & microorganismos con dosis de genes aumen
tadas y que van desde 0.01 hasta 0.229 g/1/h (AIBA et. al.
1980) . Otra véz habria que resaltar que la fuente de car-

bono utilizada en todos estos casos es glucosa y no meta-

nol.

Por otro lado, el crecimiento de las mutantes ob
tenidas en este trabajo no se afectd como se puede obser-
var en la TABLAR No. 6. Esto es importante porgue en mu--
chas ocasiones el crecimiento disminuye a someter a los -

microorganismos a mutagénesis continuas.

IT. CINETICA DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE TRIPTOFANO POR

LA MUTANTE Al'

La produccién de triptofano por la mutante Al de

Hansenula polymorpha estf asociada al crecimiento como --—

era de esperarse. Esto es caracteristico para la biosinte
sis de metabolitos primarios, entre los que estén incluf-
dos los amino&cidos, las vitaminas y los nucle&tidos. Co-
mo se puede observar en la FIGURA 11 el triptofano produ-
cido se empieza a detectar en el medio de cultivo poco -
después de las 24 horas, momento en que probablemente la
concentracibn intracelular es tal que permitid que se em-
pezara a excretar este aminodcido. La produccifn es li--

neal hasta las 75 horas que es cuando el crecimiento en--
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TABLA 6. CRECIMIENTO MAXIMO OBTENIDO POR
LAS MUTANTES DE H. polymorpha HIPERPRODUC
TORAS DE TRIPTOFANO.

Cepa Densidad Peso seco
6ptica (mg/ml)

Silvestre 5.4 6.8

6FTR 5.0 6.4

M, 5.0 6.4
M 4.5 5.7

MIII—48 4.3 5.5

TMTR-34-8 4.9 6.3

A, 5.0 6.4

El crecimiento obtenido en MM con metanol se
determind a los 4 dias de incubacidn a 37°C
v a 150 rom. Los datos mostrados son prome--
dios de experimentos por triplicado. :
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trar en fase estacionaria y se mantiene constante hasta des
pués de 100 horas descartindose con ésto que la degradacibn
del triptofano por este microorganismo sea significativa,
como sucede con la produccibn de otros aminodcidos en don-
de la degradacidén disminuye mucho el rendimiento (HERMANN

et. al., 1972).

III. OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION

DE_TRIPTOFANO POR LA MUTANTE Ay

La optimizacibén de los principales componentes
del medic de cultivo es importante para tener una produc-
cifn mixima de un metabolito dade por el microorganismo -
usado. En este caso, los componentes qgue se variaron fue-
ron la fuente de carbono y nitrbgeno, utiliz&ndose tres -

sales de amonio diferentes.

De metanol se probaron diferentes concentracio-
nes gue van desde 7.9 hasta 31 g/1, siendo la produccifbn
lineal hasta 23 g/l vy descendiendo posteriormente un 39%
con respecto a la mixima produccién de triptofano. Esta
disminucién se debe prinéipalmente a una baja en el cre-
cimiento, ya que aumenta también hasta 23 g de metanol y
se nota una inhibicién del mismo a 31 g/l (FIGURA 12); -
Esta inhibicibn del_crecimiento se debe, como ya se men-

cioné anteriormente, a que en altas concentraciones de me-
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FI1G. 12 . Efecto del metanol sobre el crecimiento de H. po-
1xmgrgha Al y la produccién de triptofano. El medio de cul -
tivo utilizado fué el MM adicionado de 7.5 mM (1 g/l1) de -
sulfato de amonio. El crecimiento y el triptofano se deter
minaron a las 96 horas de fermentacibn a 37°C y 150 rpm. - *
Los datos mostrados son los promedios de tres repeticiones. :



49

tanol se acumula formaldehido y ac. férmico que son tbxi-
cos para la levadura (VAN DIJKEN et. al., 1976a, 1976b).
Con la obtencifén de mutantes que asimilasen mds répidamen
te al metanol 6 al formaldehfido se podria evitar esta in
hibicibn. Otra posibilidad serfa utilizar un sistema de -
alimentacifn de metanol para que &ste en ningfin momento -

llegara a encontrarse en concentraciones altas,

La fuente de nitrbgeno comfinmente utilizada en
fermentaciones es una sal de amonio debido a que son lésr
mis econbmicas. En este trabajo se utilizaron el cloruro,
sulfato y fosfato didcido de amonio, siendo el comporta-
miento de la produccibn de triptofano diferente para ca-
da una de estas sales (FIGURA 13). En presencia de sulfa
to de amonio, la produccibn fué mé&xima en 7.5 mM de la -
sal, bajando en concentraciones mayores. Cuando se usé -.
el cloruro, la produccién fué incrementindose desde‘9 -
hasta 37 mM para disminuir en 55 mM. Con el fosfato did-
cido de amonio, la produccibn de triptofano presentd un -
comportamiento diferente al de laé otras sales, ya gque la
mixima produccién se obtuvo en la concentracifn mé&s baja
(4.45 mM) y disminuyb a concentraciones mayores. En to--
dos estos casos podrfiamos tener dos efectos; por un lade

el del amonio mismo y en el otro el efecto de los fosfa--

tos. El primero ya se ha observado en Bacillus subtilis -

en donde concentraciones més altas que las utilizadas --
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aqui (2%) inhiben la produccidn de triptofano casi en un
50% (SHIIO et. al., 1973). El nivel en el que actfa el -

amonio es desconocido.

Los fosfatos tambi&n podrian estar regulando la
produccifn de triptofano aunque este tipo de efecto no se
ha reportado para metabolitos primarios pero si existe pa
ra metabolitos secundarios (MARTIN et. al., 1977); MARTIN

& DEMAIN, 1976).

Otra de las variantes importantes del medio de -
cultivo es €l pH que en este caso no tuvo ninguna influen-
cia sobre la producbién de triptofano (FIGURA 14) pero pa-
ra fines précticos es muy recomendable utilizar un pH den-
tro del rango &cido para evitar con%aminacioﬁes bacteria—

NaSe.

Por otro lado, las levaduras en general requieren
tiamina y biotina para su crecimiento y aungue utilizan -
concentraciones muy bajas, pueden influir de forma impor-
tante en una fermentacibén que depende fundamentalmente =--
del cfecimiento y la excresibn. Es por esta razbn que se
determiné si estas vitaminas estaban en las concentracio-
nes adecuadas a través de la produccif6n de triptofano. -“
Los rangos de concentracién fueron desde 0.1 hasta 5 ng-
por ml de medio de cada una de ellas, dejando la otra a -
una concentracién constante. Los datos mostraron que los

mejores rendimientos se obtuvieron en 1.0 pg/mi de bioti-
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FIG. 14 . Influencia del pH inicial del medio de cultivo
(MM) sobre la produccién especffica de triptofano §6r -
la mutante Al‘ La concentracién de metanol utilizada -~
fué de 23 g/l y. 7.5 mM (1 g/1) de sulfato de amonio. ==
Las dgterminaciohes de crecimiento 'y produccién se hi--

cieron a las 96 horas de incubacién a 37°C y a 150 rpm.
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na y 0.25 pg/ml de tiamina (TABLA No. 7).

Otros compuestos que pudieran estar limitando en
este caso no el crecimiento sino la produccidn de tripto-
fano son la glutamina y la serina, ya que en la via de --
biosintésis de este aminodcido se utiliza la primera para
la formacién de antranflico a partir de corismico y la se
gunda para la sintesis de triptofano utilizando indol por
la triptofanc sintetasa. La serina y la glutamina se adi-~
cionaron al medio de cultivo a una concentracién de 100 -
pg/ml de cada una de ellas. Al determinar el triptofano -
producido se observd que no habia un aumento significati-
vo en la producciln especifica a diferencia del crecimien
to que sf se vib incrementado, ya gue en primer caso su--
bi6 de 5.5 de densidad &ptica a 6.2 para glutamina y a -

6.3 para serina.

En resfimen, la concentracién Sptima de metanol -
para la produccibn de triptofano fué de 2.3 g /1 (3% v/v).
Las méjores fuentes de nitrbgeno fueron el sulfato y el -
fosfato diacido:.de amonio a una concentracidn de 7.5y --
4.45 mM (0.1 y 0.05% p/v) respectivamente. E1 pH no influ
ye de manera determiﬁanté sobre la produccifn y la serina
y la glutamina no son limitantes para la misma. Ademis, -
las concentraciones Sptimas de tiamina y biotina fueron -~

0.25 y 1.0 pg/ml respectivamente.
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TABLA 7. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE TIAMINA
Y BIOTINA SOBRE LA PROBUCCION DE TRIPTOFANO --
POR LA MUTANTE Al'

Concentracibn Crecimiento Produccibn

{(ng/ml) (D.0.) especifica
{(mg/D.0.)
BIOTINAZ,
0.1 4.5 50.5
0.25 5.0 52.3
1.0 5.7 66,0
3.0 5.1 58.6
5.0 5.6 59.1
TIAMINAP
0.1 5.8 63.8
0.25 5.5 : 62.0
1.0 5.7 60.7
3.0 5.8 ° 61.0
5.0 5.6 59.0

- Los experimentos se realizaron por triplicado en

MM con metanol e incubaron a 37°C con agitacibn-
(150 rpm). Las determinaciones de crecimiente y-
triptofano se realizaron a los 4 dias de fermen—
tacidén.

a La concentracibn de tiamina se mantuvo constan
te a 4 pg/ml.

b La concentracifn de biotina se mantuvo constan;

te a 0.2 pg/ml.




IV. EFECTO DE LA TIROSINA Y FENILALANINA SOBRE LA PRODUC-

CION DE TRIPTOFANO POR LA MUTANTE Al'

la fenilalanina y la tirosina inhiben la prime-
ra enzima de la via de biosintesis de los aminodcidos aro
miticos, la DAHP sintetasa, de la gue existen dos isoenzi
mas, cada una de ellas regulada por uno de los dos amino&
cidos. Es por esta razbn que fué importante saber si fe—-
nilalanina y tirosina al adicionarse al medio de cultivo
e inhibir a la enzima antes mencionada, iban a disminuir
la disponibilidad de los precursores hacia la produccidn
de triptofano. En la FIGURA 15 gse puede observar cue con-
forme aumenta la concentracién de estos dos aminodcidos,
la produccidn especifica disminuye hasta 23 mg/D.0. desde
150 pg/ml de cada uno de ellos. Esto significa una inhi--
bicidn de la produccidén de 62% aproximadamente en esas —-
concentraciones; aunque las intracelulares no son tan al-
tas como las adicionadas, este experimento si nos indica
que la DAHP sintetasa es inhibida por fenilalanina y tiro
sina y que la produccibn de triptofano por esta mutante -
se podria aumentar seleccionandc un doble auxbtrofo para
fenilalanina y tirosina para poder controlar la concentra
cibén_de:estos dos .aminoicidos exBgenamente 6 seleccionan=
do:mutantes resistentes a an&logos de ellos gue tengan --
una DAHP sintetasa no regulada. Estos dos enfoques se han

ya aplicado en la obtencidn de mutantes hiperproductoras
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Yy 150 rpm.
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tanto en C. glutamicum como con Brevibacterium glutamicum.

La produccibn de triptofano aumenta de 4.9 a 12 g/l des--
pués de la seleccifn de mutantes resistentes a diferentes
an&logos de fenilalanina y tirosina del primer microorga-
nismo mencionado (HAGINO & NAKAYAMA, 1975). En el caso de
H. polymorpha se selecciond un braditrofo para los dos ~--
aminoicidos mencionados y la produccién de triptofanoc au-

mentd de 5 a 28 mg/l (SANCHEZ & DEMAIN, 1978).

V. SEPARACION DEL TRIPTOFANO DEL MEDIO DE CULTIVO.

Dentro de cualquier proceso fermentativo es im-
portante la separacibén del producto del medio de cultivo
Y es en la mayoria de los casos una de las operaciones -
limitantes, principalmente por su costo y los bajos ren-
dimientos obtenidos. En nuestro caso, la separacifn del
triptofano representaba un problema especial ya que en -
la literatura no existen reportes al respecto a excep--
cifén de una patente (US PATENT OFF. No. 3, 385762), en =-
donde se reportaba la separacibn del triptofano por ad--
sorcién en carbdn activado y posteriormente su elucibn -
con etanol caliente, dando un rendimiento de reéupera- -
cién de 70-80%. Al tratar de repetir este proceso bajo -
las condiciones reportadas, se obtuvo un porcentaje de -

triptofano recuperado muy bajo, por lo que se decidié mo
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dificar el método .original cambiando el eluyente de etanol
caliente a una mezcla de etanol-amonfaco (10:1). Con ésto

se logré aumentar el porcentaje de recuperacibén a B87.5-90.

La elucibn es el paso limitante de este proceso
ya que al utilizar un voitmen menor no se obtiene la mis-
ma recuperacidn, obteniéndose un Sptimo de 100 ml ya dque
con 200 ml, la cantidad adicionar de triptofano desorbido
aumenta en un porcentaje muy bajo (TABLA No. 8). En lo -
gue se refiere a la adsorcidén del triptofano en el carbén
activado no hay ningfin problema, ya que éste tiene una ca
pacidad de retencifn de aproximadamente de 160 mg de trip
tofanc por gramo de carbbn activado, resultando otra vez
que para eluir esta cantidad se requiere un volimen mayor
de la mezcla de etanol-amonfiaco para obtener un buen por-

centaje de recuperacifn (TABLA No. 9).

De acuerdo al objetivo planteado al inicio de es
te trabajo se obtuve una familia de mutantes de Hangenula
polymorpha hiperproductoras de triptofano utilizando los
anflogos de triptofano, de los cuBles el que mejores re--
sultados rindié fué el 6 fluorotriptofano. Con la mutante

A, se logrd una acumulacidn de triptofanc en el medio de

1
" cultivo de 412.5 mg/l utilizando metanol como fuente de -
carbono. Esto significa un aumento en la produccifn de la
cepa silvestre a la mutante Al de B2 veces aproximadamen-—

te, siendo la productividad de 0.004 g/1/h. Esta es baja



59

TABLA 8. RECUPERACION DE TRIPTOFANO COMERCIAL DISUEL~

TO EN MEDIO DE CULTIVO POR ADSORCICN A CARBON ACTIVA-
DO.

Voldmen de eluyente Recuperacibn
(ml) (%)
50 56.2
100 87.5
200 90.0

50 ml de MM conteniendo 100 mg de triptofano comercial
fueron pasados a través de una columna de 2 por 10 cm
conteniendo 2.5 g de carbdén activado y el aminofcido -
fué eluido con los volfimenes mostrados de una mezcla -
etanol-amonfaco {(10:1).
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TABLA 9. RECUPERACION DE DIFERENTES CANTIDADES DE TRIP-
TOFANO DISUELTAS EN EL MEDIO DE CULTIVO.

Triptofano adsorbide Recuperacibn

(mg) (%)

40 90

80 78
120 75
160 | 71
200 65
300 48

50 ml de medio minimo conteniendo las diferentes canti-
dades de triptofano comercial fueron pasados a través -
de una columna de 2 por 10 cm conteniendo 2.5 g de car-
bbn activado y se aluyb con 100 ml de la mezcla de eta-
nol-amonfaco.(10:1). ‘
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si se compara con las productividades obtenidas con otros
microorganismos y con otros métodes, pero hay que resal-
tar el hechc de que en ningln casec se ha utilizado al me-
tanol como fuente de carbono sino a la glucosa. Por estas
razones se considera que fué importante la obtencibn de -

las mutantes hiperproductoras de H. polymorpha, ya que a

excepcién del reporte con M. méthanolophila (SUZUKI et. -

al., 1977), no se habfa hecho nada en lo gue respecta a -
la produccidn de triptofano a partir de metanol utilizan-

do una levadura.

Este proceso de produccifn de triptofano, en ge-
neral se muestra promisorio, pero utilizando metanol como
fuente de energfa, ya que este aminofcido puede ser produ

cido por otros métodos y obtenerse mejores rendimientos.



CONCLUSTONES

1) Es factible la produccibn de triptofano por -

Hansenula polymorpha utilizando metanol como fuente de caxr

bono.

2} A través del uso de los anflogos de triptofa-
no y ac. antranilico se pudo obtener una familia:de mutan
tes de H. polymorpha hiperproductoras de triptofano, ha--
kiszndo sido.el 6 fluorotriptofano el an&logo gque mejores

resultados di8.

3) La mutante Ay resistente a 6 fluorotriptofa-
no, 7 azatriptofano, 7 metiltriptofano y ac. antranflico,
fué la que presentd una mayor acumulacibn de triptofano.-
en el medio de cultivo (412.5 mg/l);.el aumento en produc
cién fué de 82 veces y la productividad resulté ser de -

0.004 g/1/h.

4) El1 metanol a concentraciones mayores_de 23 g

por litro inhiben el crecimiento de la mutante Al.

5) Altas concentréciones de las sales de amonio
utilizadas (cloruro, sulfato y fosfato dificido) inhiben -
la produccibn de triptofano por la mutante A .
6) El proceso de separacibn descrito es eficien-

te ya que se logra una recuperacidn entre 80 y 90% del --

triptefano acumulado en el medioc de cultivo.
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