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RESUMEN 

El metanol es un sustrato.muy abundante que pue­
de. ser utilizado para la producción fermentativa de meta­
boli tos, ya que presenta una serie de características muy 
ventajosas para su uso. Uno de los metabolitos importan-­
tes que pueden ser obtenidos de esta manera es el tripto­
f ano, un aminoácido esencial que se encuentra en concen­
traciones bajas en las proteínas de los cereales princi­
palmente. Por estas razones, este trabajo tuvo como obje­
tivo la obtención de m~tantes de Hansenula polymorpha hi­
pe~productoras de triptofano utilizando metanol como fue~ 
te de carbono y encontrar las condiciones 6ptimas de pro­
duccil5n. 

Después de seleccionar una serie de mutantes, la 
7MTR-34-8 resistente a 6 fluorotriptofano (6FT) , 7 azatriE. 
tofano (7AT) y 7 metiltriptofano (7MT) fué capaz de excre 
tar 344.8 mg/l de este .aminoácido. A partir de ella se se 
leccionó.la mutante A1 resistente a ac. antranílico (750-
µg/ml) y que produce ~12.5 mg/l siendo éste el máximo re~ 
dimiento obtenido en metanol. 

Las condiciones 6ptimas de producci6n fueron de 
2.3 g/l (3% v/v) de metanol, 7.5 mM (0.1% p/v) de sulfato 
de amonio 6 4.45 rnM (0.05% p/v) de fosfato diácido de am~ 
nio. Utilizando carbl5n activado y una .mezcla de etanol-a-

... moníaco (10: 1) corno eluyente s,.e logr6 un 90% de recupera­
. ción del triptofano producido~ 



I N T R o D u e e I o N 

En los últimos años se han reportado una gran 

cantidad de microorganismos capaces de crecer en metanol 

como ·11nica fuente de carbono y como consecuencia, ha sur­

gido el interés en estudiar la fisiología y bioquímica de 

la asimilación del metanol, la cuál ha sido.desarrollada 

con. gran detalle en la actualidad (ANTHONY', 1980;.DALTON, 

1980; WAGNER, 1977; TAN!, 1978). Esto ha permitido que 

los estudios dirigidos hacia la utilizaci6n del metanol -

como sustrato en diversos procesos fermentativos hayan -

ido también en aumento (WAGNER, 1977; OGATA et. al., 1975), 

ya que el metanol presenta una serie de características muy 

favorables para su uso en dichos procesos. Así 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 difícil ma~ejo y p~ede -

ser removido fácilmente del medio de cultivo (YOKOTE, --

197 4) • Además, no se requiere oxígeno para una oxidaci6n 

preliminar, como es el caso de otros hidrocarburos, mini­

mizándose la transferencia de oxígeno en. el medio y la. -

producci6n de calor durante el crecimiento microbiano (AN­

THONY, 1980). Por otro lado, su precio, tanto en Estados 

Unidos como en algunos otros países entre los gue se cuen­

ta a México, es comparable con el de otras fuentes-de car-
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bono convencionales habiendo sido la producción en este 
·~ 

último de 102,750 toneladas durante el año de 1978 (WAG-

NER, 1977; OLIZAR, 1980). 

Hasta la fecha, el metano! se ha utilizado en 

diversos procesos, de los cuáles, la producción de proteí­

na unicelular ha sido el que mejores resultados ha dado e 

inclusive se ha llevado a. escala industrial, con tal ~xi­

to que existe en Inglaterra una planta con una capacidad 

de producción de 60,000 toneladas de proteína por año -

(MULLER, 1976; HARRISON et. al., 1972; SENIOR & WINDASS, 

1980). 

La producción de metabolitos a partir de meta-

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

y por ejemplo se ha reportado la producción de serina a 

partir de este alcohol por Arthrobacter globiformis SK 

200, Pseudomonas 3ab y Pseudomonas M531, pero en todos -

estos casos es necesaria la adición de glicina al medio 

de cultivo (TANI et. al., 1978; KEUNE et. al., 1976; MO­

RINAGA et. al., 198la, 198lb). Además, se ha demostrado 

la producción de ac. glutámico, de vitamina B12 , de fenil­

alanina, tirosina y de valina ó leucina (IZUMI, et. al., 

1977; SUZUKI et. al., 1977; OKI et. al., 1973; SHIMIZU & 

SATO, 1976; TO.RAYA et. al., 1975). 

Dentro de los aminoácidos y vitaminas, un --
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metabolito potencialmente importante es el triptofano, un 

aminoácido esencial que se encuentra en bajas concentra-­

cienes en la mayoría de las proteínas, principalmente en 

la de los cereales, por lo que se ha recomendado la supl~ 

mentaci6n de la harina de maíz y otros granos con tripto­

fano y lisina para aumentar su relación de eficiencia pr~ 

teica (ELIAS & BRESSANI, 1972). Por esta razón se consid~ 

ra que este aminoácido llegará a ser importante por esta 

recomendable suplementaci6n en los alimentos (ANONIMO, -

1978). 

Por otro lado, entre los microorganismos que -

pueden crecer en metanol destacan algunas bacterias como 

Methylomonas methanolophila y entrelas levaduras las del 

g~nero Hansenula, especialmente H. polymorpha, una leva­

dura termotolerante aislada por LEVINE & COONEY (1973) y 

que presentó 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 utiliza- -

ci6n dentro de un proceso fermentativo y que es su faci­

lidad de sepatación. En este aspecto, las levaduras pre­

sentan la ventaja de ser más fácilmente separables del -

medio de cultivo que las bacterias y este hecho aunado a 

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

capaz de excretar 5 mg/1 de triptofano fué lo que indujo 

a considerarla como un modelo interesante para la produ~ 
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ción de este aminoácido a partir de metanol. 

En este sentido se consideró fundamental obte­

ner mutantes de Hansenula polymorpha hiperproductoras de 

triptofano utilizando metanol como fuente de carbono y -

evaluar la producción de este metabolito a partir de una 

fuente de carbono no convencional abundante como es este 

alcohol. 



A N T E C E D E N T E S 

El metanol ha atraído la atención como un sustra 

to para la industria de las fermentaciones y por lo tanto, 

se ha estudiado con detalle a los microorganismos que son 

capaces de asimilarlo, así como las vías metabólicas uti­

lizadas por ellos. Estos estudios se remontan a 1906, año 

en que Sohngen aisl6 una bacteria aeróbica que utilizaba 

metano y que fué caracterizada como Bacillus methanicus. -

Esta cepa fué reaislada 50 años más tarde por Dworkin y -

Foster (1956) como un microorganismo que utilizaba al me­

tano 6 al metanol y se le denomin6 Pseudomonas methanica. 

De aquí 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). 

ASIMILACION DEL METANOL. 

Existen características únicas de las vías meta 

bólicas del metanol, especialmente en los primeros pasos 

de las vías de asimilaci6n y disimilación, las cuáles se -

han estudiado principalmente en bacterias y levaduras. 
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TABLA NO. l. Microorganismos capaces de asimilar al me­
tanol. 

A) BACTERIAS. 

a) Metilotróficas obligadas. 

Metilobacter 

Metilococcus 

Metilomonas 

Metilocistis 

Metilosinus 

b) Metilotróficas facultativas. 

Arthrobacter 

Bacillus 

Hipomicrobium 

Protoaminobacter 

B) LEVADURAS Y HONGOS. 

Pseudomonas 

Rhodopseudomonas 

Streptornyces 

Vibrio 

a) Metilotr6ficos facultativos. 

Candi da 

Hansenula 

Kloeckera 

Fuente: WAGNER, 1977. 

Pichia 

Torulopsis 

Trichoderma 
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El metanol puede ser catabolizado hasta di6xi­

do de carbono teniendo como intermediarios al formaldehí­

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

Metanol --~ Forrnaldehído --~ Ac. Fórmico --~ co2 

siendo en bacterias oxidado por una rnetanol deshidrogena­

sa que in vitro utiliza metosulfato de fenazina corno aceE_ 

tor de electrones. Se ha sugerido al citocrorno C como el 

aceptor in vivo. Esta enzima oxida alcoholes primarios 

con la misma velocidad que al rnetanol, pero no oxida a al 

coholes secundarios (HOU et. al., 1979a, 1979b). Recient~ 

mente fué identificada y purificada una alcohol deshidro­

genasa unida a nicotín-adenín-dinucleótido (NAD), especí­

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

En levaduras existe una rnetanol oxidasa induci­

ble conteniendo flavín-adenín dinucleótido (FAD) corno co­

factor (SAHM & WAGNER, 1973; TANI et. al., 1972; KATO et. 

al., 1976). Esta enzima oxida al rnetanol, alcoholes prirn~ 

rios e isopropanol (3-5% de la actividad para wetanol). -

Otra enzima, la NAO-alcohol deshidrogenasa fué aislada de 

Candida boidinii que es constitutiva y oxida a otros aleo 

hales primarios excepto al metano!. También en levaduras 

se encontró una actividad oxidante de alcoholes secunda-­

rios (HOU et.al., 1981). Tanto en levaduras como en bacte 
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rias, el producto de la oxidación del metano! es el formal 

dehido. 

Tres enzimas diferentes han sido aisladas de -­

bacterias para catalizar la oxidación del formaldehido. La 

más importante es la formaldehido deshidrogenasa dependie~ 

te de glutati6n unida a NAD que se encuentra presente en -

Micrococcus denitrificans, Protaminobacter ~ y Vibrio 

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

SON & QUAYLE, 1964). 

Las levaduras son un grupo más homogéneo con re~ 

pecto al mecanismo de oxidación 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 gen~ 

ra durante la oxidación del formaldehido a dióxido de car 

bono (HARDER & VAN DIJKEN, 1975a). El formaldehido que en 

soluci6n está presente como rnetilenglicol es subsecuente­

rnente oxidado por la forrnaldehido deshidrogenasa, siendo 

el sustrato para esta enzima, el hemirnercaptal formado es­

pontáneamente entre el nietilenglicol y el glutati6n. El -

producto de la reacción es el S-formilglutatión. Este tiol 

éster es subsecuenternente hidrolizado por la formato deshi 

drogenasa liberándose co2 y regenerándose el glutati6n. En 

estas dos reacciones se genera NADH (FIGURA 1) . Es impar-
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FIG- l. Representación esquemática de la localización 
y el mecanismo de oxidación del metanol por levaduras. 
(1) Alcohol oxidasa; (2) Catalasa; (3) Reacción no en­
zimática; (4) Formaldehido deshidrogenasa; (5) S-for-­
milglutatión hidrolasa; (6) Formato deshidrogenasa; -
(7) Formato deshidrogenasa. 
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tante hacer notar que el f ormaldehído y el formato también 

pueden ser formados en los peroxisomas y excretados al c~ 

toplasma como resultado de la acción de la metanol oxidasa 

sobre el metanol (SAHM, 1975) y vía una acción peroxidat~ 

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 

están localizadas en unas estructuras denominadas peroxi­

somas, los cuáles se forman durante el crecimiento en me­

tano!. El cultivo prolongado en presenci~ de este alcohol 

resulta en un gradual aumento en el número de peroxisomas 

a través de la separación de peroxisomas pequeños de los 

organelos maduros. Durante este crecimiento, asociaciones 

con retículo endoplásmico son evidentes (VEENHUIS et. al., 

19 79) • 

Todas las enzimas antes mencionadas están regu­

ladas por un mecanismo de derrepresi6n-represi6n más que 

por inducci6n-represi6n, ya que células crecidas en gluc~ 

sa ':no presentan a ninguna de las cuatro enzimas (metanol 
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oxidasa, catalasa, formaldehído y formato deshidrogenasas) 

en la fase exponencial pero fueron formadas en la fase e~ 

tacionaria tardía sin la adici6n de metano!. Más aún, las 

enzimas ~ueron sintetizadas durante el crecimiento en sor 

bito!, glicerol, ribosa y xilosa (EGGELING & SAHM, 1978) . 

Además, las enzimas no se encuentran codificadas en la mis 

ma unidad regulatoria, ya que no presentan un grado de de­

rrepresi6n idéntico 6 coordinado. Por otro lado, todas se 

reprimen por glucosa y en presencia de metano! pueden so­

brellev'ar la represi6n catab6lica por piruvato, succinato 

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

Cuando los microorganismos se transfieren de me 

tanol a glucosa, estas enzimas y los peroxisomas se degr~ 

dan y desintegran rápidamente;. se ha sugerido la partic! 

paci6n de enzimas proteolíticas. Este mecanismo se ha de­

finido como inactivaci6n catab6lica (HOLZER, 1976). Es i~ 

portante hacer notar que la formaldehído y formato deshi­

drogenasas, enzimas citoplásmicas no son afectadas por e~ 

te proceso indicando que la inactivaci6n bajo estas cond!. 

cienes está 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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ción del metanol en material celular, difiriendo una de -

otra en la reacción 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; O'CO-

NOR & QUAYLE, 1979). Si se toman en cuenta variaciones en 

los detalles, existen por lo menos seis vías diferentes y 

que son las que se mencionan a continuación: 

a) VIA DE LA RIBULOSA BIFOSFATO. 

3 co2 + BATP + 5NADH ---+ Fosfogliceraldehído 

b) VIA DE LA SERINA. 

2HCOH + co2 + 3ATP + 2NADH ---~ Fosfogliceraldehído 

c) VIA DE LA RIBULOSA MONOFOSFATO. 

i) VARIANTE ENTNER-DOUDOROFF. 

3HCOH + 2ATP ---~ Fosfogliceraldehído + NADH 

ii) VARIANTE FRUCTOSA BIFOSFATO. 

3HCOH ----~ Fosfogliceraldehído + NADH 
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d) VIA DE LA DIHIDROXIACETONA. 

3HCOH + 2ATP ---~ Fosfogliceraldehído + NADH 

La vía de la ribulosa bifosfato o "ruta autotr6 

fica" se ha encontrado en Paracoccus denitrificans en don-

de el carbono es fijado a nivel de di6xido de carbono, 

siendo la ribulosa bifosfato la molécula aceptara y el pr~ 

dueto son dos moléculas de fosfogliceraldehído. 

La vía de la serina se ha estudiado principalrne~ 

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

también se ha descrito en Methanomonas methanooxidans y en 

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

1977) • Las reacciones que se llevan a cabo durante este -

ciclo se encuentran en la FIGURA 2, siendo las enzimas que 

se consideran clave para este ciclo y cuya presencia de--

muestra la asimilación del rnetanol por esta vía, la mala-

to liasa (malato tiocinasa y la malilCoA liasa), hidroxi­

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

La vía de la ribulosa monofosf ato también invo-

lucra la asimilaci6n a nivel de formaldehído, siendo el -

aceptar una molécula de ribulosa rnonofosfato 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 moléculas de ribulosa monofosfat0 
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@ {3P·GLICERATO 
2 SERINA- 2 HIDROXIPIRUVATO ---=---- 2 GLICERATO 

J) t 3P·GLICERATO 
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2 GLICINA COz -i) 
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@ 1 .MALATO 
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FIG. 2. Vía df asimilaci6n del metanol :oor la ruta de 
la serina icl en meti16trofos. (1) Serina transhidro 
ximetilasa; (2) Hidroxipiruvato reductasa¡ (3) Malat; 
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 En! 

ner-Doudoroff se forma piruvato. Las bacterias que utili­

zan al metano! por la vía de la ribulosa monofosfato, --­

usualmente tienen un ciclo de los ácidos tricarboxílicos 

incompleto y son incapaces de usar otras fuentes de carbo­

no diferentes al metano! (FIGURA 3) . 

En la última ruta, la de la dihidroxiacetona, -

también se asimila el metano! a través del forrnaldehído -

que se condensa con xilulosa 5 fosfato para generar dihi­

droxiacetona y gliceraldehído 3 fosfato. Una de 6 molécu­

las de triosa formadas es asimilada en material celular, 

mientras que las 5 restantes son rearregladas para regen~ 

rar ... 3 moléculas de xilulosa 3 fosfato. Esta vía ha sido -

propuesta recientemente para la asimilaci6n de metanol por 

levaduras (VAN DIJKEN et. al., 1978¡ O'CONNOR & QUAYLE, -

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

BIOSINTESIS DE TRIPTOFANO A PARTIR DE METANOL. 

El triptofano es un aminoácido aromático cuya e~ 

tructura se muestra en la FIGURA 5 y que puede ser produc~ 

do por diversos microorganismos, en donde su vía de biosín 
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HCHO 
5-P ([) >. • 3 ARABINO- 3-HEXULOSA 6P --=®'---FRUCTOSA 6· P 

~~ 2 FRUCTOSA 6·P 

l FRUCTOSA 1,6-P 2 GLUCOSA 6-P 

TRANSALOOLASAJ 

6-P-GLUCONATO 

TRANSCETOLASA ( 
GLICERALDEHIDO 3P 

TRANSCETOLASA J 

DIHIDROXIACETONA- P 

l 
PIRUYATO 

3 - P - GLICERATO 

FIG. 3. Asimilación del metano! por la vía de la ri­
bulosa monofosfato en metil6trofos. (1) Hexulosa fos 
fato sintetasa; (2) Fosfohexulosa isomerasa. 
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Xu5P~~~~~~~~~, 

Xu5P----.... ~º 

FIG. 4. Vía de la· dihidroxiacetona para la asirnilaci6n 
del rnetanol por levaduras. Abreviaturas: XuSP, Xilulo­
sa 5 fosfato; DAHP, Dihidroxiacetona fosfato; GAP, gli 
ceraldehído 3 fosfato; FDP, Fructosa-1,6-difosfato: --· 
F6P, Fructosa-6-fosfato. 
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tesis se inicia con la condensación del fosfoenolpiruvato 

y la eritrosa 4 fosfato para formar un azúcar de 7 carbo­

nos, la 3 desoxi-D-arabino heptulosonato 7 fosfato. Estos 

dos compuestos son los sustratos iniciales para la biosí~ 

tesis del triptofano, así, como para la fenilalanina y la 

tirosina y que tienen que formarse a partir del metano! en 

el caso de usarse como única fuente de carbono. 

La vía de la dihidroxiacetona es la que se ha 

propuesto para la asimilación del metano! por H. polymor­

~. por lo que el gliceraldehído 3 fosfato, por esta vía 

generad°> puede ser convertido a fosfoenolpiruvato por las 

enzimas de la vía glicolítica 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 regeneración 

de la xilulosa 5 fosfato. 

Posteriormente, el azúcar 3 desoxi-D-arabino-heE 

tulosanto 7 fosfato es transformado en ac. corísmico a ~­

través de varios pasos enzimáticos. Este ácido es un in-­

termediario común para los 3 aminoácidos aromáticos ya me~ 

cionados. 

El ac. corísmico es transformado a ac. antraní­

lico por una enzima clave en la regulación de la biosínte 

sis de triptofano, la antranilato sintetasa. Posteriormen 

te, el antranilato mediante tres pasos enzimáticos es --­

convertido a triptofano (FIGURAS 6 y 7) . Hay que hacer no 
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FIG. S. Estructura ael triptofano. 
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FIG. 7. Enzimas que participan en la biosíntesis de los 

aminoácidos aromáticos. DAHPS: D-arabino heptulosonato 7 

fosfato sintetasa; AS: antranilato sintetasa; CM:corisrn! 

to mutasa; AFT: antran{lato-fosforribosil transferasa; -

FAI: fosforribosil-antranilato isomerasa; IGS: indolgli­

cerol fosfato sintetasa; TS: triptofano sintetasa; PF: -

prefenato deshidrogenasa; PFH: prefenato deshidratasa y 

TRS: transaminasa. 
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tar que para la síntesis de antranilato se requiere glut~ 

mina o amonio como donadores del grupo amino y serina en 

la formación del triptofano a partir de indol por la triE 

tofano sintetasa. 

Esta vía biosintética es idéntica para todos los 

microorganismos a diferencia de los mecanismos regulato-­

rios que varían de forma importante entre ellos y que de­

ben tomarse en cuenta al tratar de sobreproducir un meta­

bolito. Así, en Corynebacteriurn glutamicum, la DAHP sinte 

tasa es inhibida sinérgicamente por fenilalanina, tirosi­

na y triptofano; la prefenato deshidrogenasa, la primera 

enzima de la vía terminal de tirosina es débilmente inhi­

bida por L-tirosina y la prefenato deshidratasa es compl~ 

tamente inhibida por fenilalanina y triptofano. Además, -

la tirosina estimula la actividad de la prefenato deshidr~ 

tasa y revierte la inhibici6n por fenilalanina y triptof~ 

no. Por otro lado, la antranilato sintetasa, la primera -

enzima de la vía de formación de triptofano es inhibida y 

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

En el caso de Hansenula polymorpha es poco lo -

que se sabe acerca de los mecanismos regulatorios de la -

biosíntesis de triptofano y acerca de la organización de 

los genes que codifican para estas enzimas, pero se pue-­

den inferir a través de los resultados obtenidos para - -

otras levaduras y que son los que se presentan a continua 
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ci6n. 

La primera reacci6n de la vía de biosíntesis de 

aminoácidos aromáticos, la condensaci6n de fosfoenolpiruv~ 

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 1 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-­

centrado represi6n de las enzimas de la vía de triptofano 

incluyendo a la antes mencionada. Sin embargo, una derre-

... •;:esi6n de 2 a 3 veces de estas enzimas puede ser generada 

·;·ceciendo a la cepa silvestre en presencia de 5 metil triJ2. 

tofano (SMT) 6 ac. indol acrílico (MIOZZARI et. al., 1977). 

Estos compuestos deben su efecto a que causan una limita­

ci6n de triptof ano inhibiendo un paso específico en la -­

biosíntesis del aminoácido. Pero esta derrepresi6n no pa­

rece ser un mecanismo regulatorio importante de la vía, -

ya que no es específico tan s6lo de análogos de triptofa­

no, sino que también ocurre cuando se limita de leucina, 

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

En el caso de Hansenula henricii, la antranila-



23 

sintetasa es también inhibida y no reprimida por triptof~ 

no (BODE & BRINBAUD, 1978b, 1978c). En esta levadura, la 

enzima fosforribosil transferasa se ha caracterizado por 

ser inhibida por ac. antranílico (BODE & BIRNBAUD, 1978d). 

Por lo que respecta a la regulaci6n entre vías, existe -­

cierta relaci6n entre histidina y triptof ano 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 vía de biosíntesis de triptofano. 

4) Existe interrelación entre las vías de histidina y tri~ 

tofano principalmente. 

Con estas bases se puede considerar que es pos~ 

ble la selección de mutantes de H. polymorpha hiperprodu~ 

toras de triptofano y posteriormente evaluar la producción 

del aminoácido utilizando metano! como fuente de carbono. 

Para cumplir con este objetivo se propuso una -

estrategia con base en los antecedentes antes mencionados 

y que se resume en los siguientes puntos: 
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l. Sensibilidad de la cepa silvestre de H. polymorpha a -

diferentes análogos de triptofano. 

2. Selección de mutantes resistentes a uno de estos análo 

gos. 

3. Cuantificaci6n de la producción de triptofano por las 

mutantes resistentes y selecci6n de la mejor productora. 

4. Selección de mutantes resistentes a mayores concentra­

ciones del mismo análogo ó a otros análogos y cuantifica­

ci6n de la producci6n de triptofano en cada una de ellas. 

5. Efecto de fenilalanina y tirosina sobre la producción 

de triptofano por la mejor mutante obtenida. 

6. Optimización del medio de cultivo para la producción 

de triptofano. 

7. Recuperación del triptofano. 



MATERIAL y M E T O D O S 

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

y agar fueron obtenidos de DIFCO. Los análogos de tripto­

fano (7 Metiltriptofano, 6 Fluorotriptofano y 7 Azatript~ 

fano), el ac. antranílico, L-tirosina, L-fenilalanina, L­

triptofano, N-rnetil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina y la nis­

tatina fueron adquiridos de SIGMA Chern. Co. El rnetanol y 

las sales inorgánicas de BAKER, S.A. 

2. MICROORGANISMO. La cepa silvestre de Hansenula polymor­

pha DL-1 fué obtenida del Instituto Tecnológico de Massa­

chusetts, U.S.A. Esta levadura crece en rnetanol o glucosa 

corno ~nica fuente de carbono y energía. Los rangos óptimos 

de temperatura y pH para el crecimiento son de 37-42ºC y 

4.5-5.5 respectivamente. La TABLA no. 5 muestra la genea­

logía y otra información pertinente sobre las mutantes ob 

tenidas en este estudio. 

3. MEDIOS DE CULTIVO. 

a) Para el mantenimiento de la cepa se utilizó 

el medio completo (MC) para levaduras reportado por FINK 

(1970) .y que contiene en gramos por litro: 10 g de extrae 

to de levadura, 20 g de peptona, 10 g de glucosa y 15 g -

de agar. 
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b) Para los estudios de fermentación se utilizó 

un medio mínimo (MM) que contiene lo siguiente: 

g/l 

Metanol 0.79 

(NH4) 2so4 1.0 

KH2Po4 1.0 

Mgso4 0.5 

CaCl2º7H20 0.1 

NaCl 0.1 

Na 2HP04 0.24 

Biotina 0.000002 

Tiamina 0.0004 

*Sol. Sales traza 10.0 ml 

*Sol. que contiene en mg/l: 5mg de FeC1 3 , 7mg de Znso4, -
lmg de tt3Bo3, lmg de cuso4 y lmg de KI. 

Para el medio mínimo s6lido se añadieron 15. g -

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

medio se ajustó a 5.5 con NaOH lN 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 sembró una suspensión de la cepa silvestre -

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

do MM adicionado de diferentes concentraciones del análogo 

(esterilizado por filtración). Se incubaron las cajas a -
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(esterilizado por filtraci6n). Se incubaron las cajas a -

37°C durante 24-48 horas y se seleccion6 la concentración 

del análogo a la cuál el crecimiento fué nulo (SHIIO et. 

al., 1973). 

S. AISLAMIENTO DE LAS MUTANTES RESISTENTES A LOS ANALOGOS 

DE TRIPTOFANO. 

Se sembró una suspensión de una determinada mu­

tante 6 de la cepa silvestre en cajas conteniendo MM con 

la mínima concentración inhibitoria del análogo seleccio­

nado. Se incubaron las cajas durante 48 horas o más 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 concentración 

del análogo y se mantuvieron en el mismo medio hasta pro­

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

6. AISLAMIENTO DE LAS MUTANTES RESISTENTES A AC. ANTRANI­

LICO. 

Se siguió el mismo procedimiento descrito en -­

los incisos 4 y 5 pero usando diferentes concentraciones 

de ac. antranílico para determinar la sensibilidad y pos­

teriormente seleccionar las mutantes resistentes. 

7. MUTAGENESIS. 

Se inocularon 10 ml de MM líquido con una sus-­

pensión de la cepa o mutante seleccionada e incubaron a -
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37ºC durante 20-22 horas con agitación (150 rprn). Al cabo 

de este tiempo se lavaron las levaduras dos veces con agua 

estéril y se resuspendieron en 9.5 rnl de solución amorti­

guadora de citratos O.lM pH de 5.5. Se adicionó entoncen­

ces la N-rnetil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (25 pg/rnl) y se 

tomaron muestras cada 15 minutos. Se sembró en cajas con 

MC para contar el número de sobrevivientes en cada uno de 

los tiempos. Se seleccionó el tiempo que provocó un 90-95% 

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

B. CONDICIONES DE FERMENTACION PARA LA PRODUCCION DE TRIP­

TOFANO. 

Se inocularon 50 ml de MM con una suspensión de 

la cepa o mutante por analizar, ajustando la densidad 6p­

tica (D.O.) a 0.1. Se incub6 a 37°C con agitaci6n (150 -­

rprn) y se tornaron muestras a diferentes a las cuáles se -

les determinó el crecimiento por densidad óptica y tript~ 

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

9. DETERMINACION DEL CRECIMIENTO. 

El crecimiento fué estimado por la absorbancia 

en un colorímetro Bausch & Lornb Spectronic 20 a una longi­

tud de onda de 540 nm. 

10. DETERMINACION DE TRIPTOFANO. 

El triptofano se determinó en el medio de culti-
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FIG. B. Curva de· sensibilidad de Hansenula ~morpha 
DL-1 a N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG) en -
funci6n del tiempo. La mutagénesis se llev6 a cabo en 
buffer de citratos 0.1 M pH 5.5, a 37ºC y sin agita-­
ci6n. La concentraci6n final de la NTG fué de 25 mi-- • 
crogramos por mililitro. 



va utilizando el método de OPIENSKA-BLAUTH (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 60ºC durante 15 

minutos. 

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

ño de hielo. 

- Leer la absorbancia a ·450 nm e interpolar las lec­

turas obtenidas en una curva estándar obtenida en 

las mismas condiciones. 

- La curva estándar fu€ realizada con triptofano co­

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

* El reactivo de trabajo consiste en la mezcla de partes 

iguales de ac •. sulfOrico al 80% y anhidrido ac€tico al 10% 

v/v conteniendo 27 mg de Fec1 3 por cada 100 ml de la mez­

cla. 

12. OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION 

DE TRIPTOFANO. 

La optimizaci6n del medio de cultivo se llev6 a 

cabo variando los componentes del medio mínimo en los si­

guientes rangos de concentraciones. Para metanol se vari6 

de 3.96 hasta 31.0 g/l. Como fuentes de nitr6geno se uti­

lizaron el sulfato, cloruro y fosfato diácido de amonio -



31 

en los siguientes rangos de concentraci6n: 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 ajust6 a 5.5 con NaOH i N. 

13. EFECTO DEL pH INICIAL DEL MEDIO DE CULTIVO. 

Para mantener el pH del rnedio de cultivo se usa­

ron los fosfatos como soluci6n amortiguadora. H3Po4;H2Po4 

para los valores de 3 y 4; H2Po4/HPo4 para 5, 6 y 7. En -

ningún caso hubo variaci6n del pH en funci6n del tiempo -

de fermentaci6n. 

14. SEPARACION Y PURIFICACION DEL TRIPTOFANO PRODUCIDO -­

POR LAS MUTANTES. 

Se colocaron 2.5 g de carb6n activado en una c~ 

lumna de vidrio de 2 por 10 cm y se pas6 el medio de cul­

tivo a través de él. Se eluy6 el triptofano con una mezcla 

de etanol-amoniaco (10:1). 

15. IDENTIFICACION DEL AMINOACIDO PRODUCIDO COMO TRIPTOFA­

NO. 

Para la identificación del aminoácido se utiliz6 

la técnica de cromatografia en capa fina o papel de acuer­

do a lo reportado 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 6E 

tica tal y como se ha descrito en el inciso 9 y el peso 

seco se cuantific6 después de centrifugar a las levaduras 

y resuspenderlas en un mínimo volúrnen de agua. Esta sus­

pensión se colocó en una pequeña charola de aluminio y se 

sec5 en un horno a 60ºC hasta peso constante. En la FIG. 

9 se muestra la correlación lineal entre estos dos parám~ 

tros. 
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R E S U L T A D O S y D I S C U S I O N 

I. SELECCION DE LAS MUTANTES HIPERPRODUCTORAS DE TRIPTO­

FANO. 

La selecci6n de las mutantes hiperproductoras -

de triptofano se inici6 a partir de la cepa silvestre.de 

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

aminoácido por litro de medio de cultivo. Esto se conside 

r6 importante puesto que es necesario que un microorgani~ 

mo sea capaz, no s6lo 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 

análogo inhibieron totalmente el crecimiento de la cepa, 

siendo esta concentraci6n en la cuál se obtuvieron las 

primeras mutantes hiperproductoras de L-triptofano. De las 

mutantes obtenidas, la denominada 6FTR fué la que produjo 

la mayor cantidad del aminoácido (100 mg/l). El aumento ~ 

en producci6n fué de 5 mg en la cepa silvestre a 100 mg/l 

en la mutante. 

Esta mutante (6FTR) result6 ser todavía sensi­

ble al mismo análogo pero a concentraciones mayores, sien 

do la mínima inhibitoria de 750 pg/ml (TABLA No. 3). Se -
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TABLA 2. SENSIBILIDAD DE Hansenula polymorpha 

DL-1 A 6 FLUOROTRIPTOFANO. 

pg/ml Crecimiento 
relativo 

o +++ 

20 ++ 

40 + 

60 + 

80 + 

100 

200 

Se utilizó MM con prolina (100 µg/ml) como fuente -
de nitrógeno y se sustituyó el metanol por glucosa 
(1%). El crecimiento se determinó a las 48 horas de 
incubación a 37°C. Se asignaron +++ a un muy buen -
crecimiento, ++ a un buen crecimiento, + a un crecí 
miento medio, + a un crecimiento deficiente y - a = 
un crecimiento-nulo. 
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TABLA 3. SENSIBILIDAD DE LA MUTANTE 6FTR A 

6 FLUOROTRIPTOFANO. 

pg/rnl Crecimiento 
relativo 

o +++ 

300 +++ 

400 ++ 

500 + 

600 + 

700 :!:. 
750 

800 

Se utiliz6 MM con prolina (100 µg/rnl} corno -­
fuente de nitr6geno y se sustituy6 el metano! 
por glucosa (1%). El crecimiento se determin6 
a las 48 horas de incubaci6n 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-­
rniento nulo. 
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obtuvieron en esta concentración 87 mutantes de las cuá­

les, la M1 fué la que produjo la más alta cantidad de -­

triptofano (178 mg/l). La producción específica fué de -

35.2 mg/D.O. 

Al tratar de determinar la sensibilidad de la 

mutante M1 a mayores concentraciones de 6FT se observó -

que ya era insensible a este análogo aún a 1.5 mg/ml, por 

lo que se decidió utilizar otro análogo. Esta mutante fué 

sensible a 7 azatriptofano (7AT) y a una concentración de 

500 pg/ml se seleccionaron 79 colonias resistentes de las 

que la mutante M111 produjo inicialmente más triptofano 

que la mutante M1 , pero en ensayos posteriores disminuyó 

a 180 mg/l. Este descenso se advirtió después de haber -

determinado la sensiblidad de la M111 a otros análogos y 

de haber seleccionado a 1000 pg/ml de 6FT a la mutante -

M111_ 48 que produjo 289.6 mg/l y 66.5 mg/D.O. Es importa~ 

te hacer notar que la M111 volvió a ser sensible a 6FT a 

pesar de provenir de la M1 que era resistente a este aná­

logo, por lo que la mutación que le confirió la resisten­

cia a 7AT provocó, posiblemente, un nuevo cambio en la an 

tranilato sintetasa que 1a hizo volver a reconocer a 6FT 

como un inhiüidor. 

El siguiente análogo utilizado fué el 7 metil­

triptofano (7MT), al cuál fué sensible la mutante M111_48 • 

A una concentración de 250 pg/ml del análogo crecieron 45 
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mutantes de las que la de mayor producción fué la denomi­

nada 7MTR-34-8 que aument6 de 289.6 a 344.8 mg/l de trip­

tofano y la producción específica de 66.5 a 69.5. 

De aquí en adelante la selecci6n de mutantes re 

sistentes a análogos de triptofano se vi6 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 mayores de los análogos fueron 

muy difíciles de solubilizar sin afectar el pH del medio 

de cultivo. Por esta raz6n se procedió a seleccionar mu-­

tantes resistentes a ac. antranílico, un intermediario en 

la biosíntesis del triptof ano y que se ha demostrado que 

inhibe a la enzima fosforribosil transferasa de Hansenula 

henricii (BODE & BINRBAUD, 1978c) , por lo que podría ex­

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

que impediría la biosíntesis del triptofano. En la TABLA 

No. 4 se presenta la sensibilidad de esta levadura a ac. 

antranílico y a una concentraci6n de 700 pg/ml el creci-­

miento fué nulo, pero después de sembrar en esa concentra 

ci6n a la poblaci6n mutagenizada, se obtuvieron una gran 

cantidad de colonias resistentes, de las cuáles muy pocas 

aumentaron su producci6n de triptofano. Se seleccionó a -

la mutante A1 que produjo 412.5 mg/l de este aminoácido. 

Esta mutante fué insensible a mayores concentraciones de 

ac. antranílico y con ésto se agotaron las posibilidades 
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TABLA 4. SENSIBILIDAD DE LA MUTANTE 7MTR-34-8 

A AC. ANTRANILICO. 

pg/ml Crecimiento 
relativo 

o +++ 

100 +++ 

200 ++ 

400 + 

600 + 

700 

800 

1000 

Se utiliz6 MM con prolina (100 pg/ml) como fuente 
de nitr6geno y se substituy6 el metanol por gluco 
sa (1%). El crecimiento se determin6 a las 48 ho= 
ras de incubaci6n a 37ºC. Se asignaron +++ a un -
muy buen crecimiento, ++ a un buen crecimiento, + 
a crecimiento medio, + a un crecimiento deficien­
te y - a un crecimiento nulo. 
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de utilización de los análogos u otros compuestos para la 

selección de mutantes hiperproductoras. En la TABLA No. 5 

se muestra la genealogía completa de las mutantes y en la 

FIGURA10 se presenta la producción por mililitro y la es­

pecífica de cada una de ellas. Como se puede observar, la 

6FTR aumentó en 20 veces la producción de triptof ano sie~ 

do éste el mayor aumento obtenido, ya que en las subse- -

cuentes mutantes fué de 0.7 veces o menor. La producción 

específica aumenta en forma casi paralela a la producción 

por mililitro. Al final, con la mutante A1 la producción 

aumentó de 5 mg a 412.5 lo que significa un incremento to 

tal de 82 veces aproximadamente. Hay que mencionar que no 

se detectó la excresión de ningún otro aminoácido, al me­

nos por cromatografía en placa fina, lo que no excluye -

que se produzca algún otro en cantidades muy pequeñas. 

En otros casos de producción 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 qúe produce 

4000 mg/1 (SHIIO et. al., 1973) ó una mutante de Coryne­

bacterium glutamicum resistente a diversos análogos de 

triptofano y cuya producción es de 4900 mg/l. En estos -

dos casos la fuente de carbono utilizada fué glucosa a -

una concentración 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 ~IUTANTES HIPERPRODUCTORAS 

DE TRIPTOFANO OBTENIDAS. 

Cepa Silvestre 

l 
6FTR 

l 
Ml 

l 
MIII 

l 
MII1-48 

1 
7MTR-34-8 

! 
Al 

Resistente a 100 µg/ml de 6FT 

Resistente a 750 µg/ml de 6FT 

Resistente a 500 µg/ml de 7AT 

Resistente a 1000 µg/ml de 6FT 

Resistente a 250 µg/ml de 7MT 

Resistente a 700 µg/ml de ac. 
antranílico 
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ferencia está en que la fuente de carbono utilizada es m~ 

tanol y no glucosa que es una mejor fuente de carbono que 

este alcohol. A este respecto, s6lo un caso se ha report~ 

do de producción de triptof ano a partir de metanol y se ~ 

utiliza una mutante de Methylomonas methanolophila resis­

tente a 5 metil triptofano (SMT) (SUZUKI et. al., 1977). 

La producción alcanzada fué de 200 mg/l del aminoácido, -

siendo este rendimiento menor que el obtenido con H. poly­

morpha A1 . Es importante mencionar que la mutante A1 pro­

duce 2000 mg/l de triptofano cuando se utiliza glucosa al 

8% como fuente de carbono (datos no mostrados) , por lo 

que se podría decir que en este azúcar la producción es -

comparable con las antes mencionadas. Esta diferencia en 

producción también nos puede indicar que en el caso de 

utilizar metanol, la disponibilidad de los precursores es 

tá limitada, ya que aunque en glucosa aumenta mucho el 

crecimiento, la producción específica también es mayor. -

Esto podría resolverse si se seleccionaran mutantes que 

tengan una asimilación de metanol más eficiente para que 

mayor parte de este alcohol sea canalizado hacia la bio­

síntesis de triptofano y no únicamente a crecimiento. 

Por lo que respecta a la productividad, en nue~ 

tro caso es de 0.0042 g/l/h, siendo ésta muy baja si se 

compara con otras reportadas para la producción de trip­

tof ano utilizando no únicamente fermentación sino produ~ 
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ción enzimática 6 microorganismos con dosis de genes aume~ 

tadas y que van desde 0.01 hasta 0.229 g/l/h (AIBA et. al. 

1980). Otra véz habría 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 o~ 

tenidas en este trabajo no se afectó como se puede obser­

var en la TABLA No. 6. Esto es importante porque en mu-­

chas ocasiones el crecimiento disminuye a someter a los -

microorganismos a mutagénesis continuas. 

II. CINETICA DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE TRIPTOFANO POR 

LA MUTANTE Al. 

La producción de triptofano por la mutante A1 de 

Hansenula polymorpha está asociada al crecimiento como 

era de esperarse. Esto es característico para la biosint~ 

sis de metabolitos primarios, entre los que están inclu!­

dos los aminoácidos, las vitaminas y los nucleótidos. 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 

concentración intracelular es tal que permitió que se em­

pezara a excretar este aminoácido. La producción 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 

Silvestre 

6FTR 

MIII-48 

7MTR-34.,;8l 

Densidad 
6ptica 

5.4 

5.0 

5.0 

4.5 

4.3 

4.9 

5.0 

Peso seco 
(mg/ml) 

6.8 

6.4 

6.4 

5.7 

5.5 

6.3 

6.4 

El crecimiento obtenido en MM con metanol se 
determin6 a los 4 días de incubación a 37ºC 
y a 150 rpm. Los datos mostrados son prome-­
dios de experimentos por triplicado. 
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trar en fase estacionaria y se mantiene constante hasta de~ 

pués de 100 horas descartándose con ésto gue la degradaci6n 

del triptofano por este microorganismo sea significativa, 

como sucede con la producci6n de otros aminoácidos en don­

de la degradación disminuye mucho el rendimiento (HERMANN 

et. al., 1972). 

III. OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION 

DE TRIPTOFANO POR LA MUTANTE A1 • 

La optimización de los principales componentes 

del medio de cultivo es importante para tener una produc­

ci6n máxima de un metabolito dado por el microorganismo -

usado. En este caso, los componentes que se variaron fue­

ron la fuente de carbono y nitr6geno, utilizándose tres -

sales de amonio diferentes. 

De rnetanol se probaron diferentes concentracio­

nes que van desde 7.9 hasta 31 g/l, siendo la producci6n 

lineal hasta 23 g/1 y descendiendo posteriormente un 39% 

con respecto a la máxima producci6n de triptofano. Esta 

disminuci6n se debe principalmente a una baja en el cre­

cimiento, ya que aumenta tainbién hasta 23 g de metano! y 

se nota una inhibici6n del mismo a 31 g/1 (FIGURA 12). -

Esta inhibici6n del crecimiento se debe, como ya se men­

cion6 anteriormente, a que en altas concentraciones de me-
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tanol se acumula formaldehído y ac. f6rmico que son tóxi­

cos para la levadura (VAN DIJKEN et. al., 1976a, 1976b). 

Con la obtenci6n de mutantes que asimilasen más rápidame~ 

te al metanol 6 al formaldehído se podría evitar esta i~ 

hibición. Otra posibilidad sería utilizar un sistema de -

alimentación de metanol para que éste en ningún momento -

llegara a encontrarse en concentraciones altas. 

La fuente de nitrógeno comúnmente utilizada en 

fermentaciones es una sal de amonio debido a que son las 

más económicas. En este trabajo se utilizaron el cloruro, 

sulfato y fosfato diácido de amonio, siendo el comporta­

miento de la producción de triptof ano diferente para ca­

da una de estas sales (FIGURA 13). En presencia de sulf~ 

to de amonio, la producción fué máxima en 7.5 mM de la -

sal, bajando en concentraciones mayores. Cuando se usó -

el cloruro, la producción fué incrementándose desde 9 -­

hasta 37 rnM para disminuir en 55 mM. Con el fosfato diá­

cido de amonio, la producción de triptofano presentó un -

comportamiento diferente al de las otras sales, ya que la 

máxima producción se obtuvo en la concentración más baja 

(4.45 mM) y disminuyó a concentraciones mayores. En to-­

dos estos casos podríamos tener dos efectos; por un lado 

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 más altas que las utilizadas --
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dos son los promedios de experimentos por triplicado. 
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aquí (2%) inhiben la producci6n de triptofano casi en un 

50% (SHIIO et. al., 1973). El nivel en el que act6a el -

amonio es desconocido. 

Los fosfatos también podrían estar regulando la 

producci6n de triptof ano aunque este tipo de efecto no se 

ha reportado para metabolitos primarios pero sí existe p~ 

ra metabolitos secundarios (MARTIN et. al., 1977); MARTIN 

& DEMAIN, 1976). 

Otra de las variantes importantes del medio de -

cultivo es el pH que en este caso no tuvo ninguna influen­

cia sobre la producci6n de triptofano (FIGURA 14) pero pa­

ra fines prácticos es muy recomendable utilizar un pH den­

tro del rango ácido para evitar con~aminaciones bacteria­

nas.. 

Por otro lado, las levaduras en general requieren 

tiarnina y biotina para su crecimiento y aunque utilizan -

concentraciones muy bajas, pueden influir de forma impor­

tante en una ferrnentaci6n que depende fundamentalmente -­

del crecimiento y la excresi6n. Es por esta raz6n que se 

determin6 si estas vitaminas estaban en las concentracio­

nes adecuadas a través de la producci6n de triptofano. -

Los rangos de concentraci6n fueron desde 0.1 hasta 5 µg­

por ml de medio de cada una de ellas, dejando la otra a -

una concentraci6n constante. Los datos mostraron que los 

mejores rendimientos se obtuvieron en 1.0 pg/ml de bioti-
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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 producción de tripto­

fano son la glutamina y la serina, ya que en la vía de -­

biosíntesis de este aminoácido se utiliza la primera para 

la formación de antranílico a partir de corísmico y la s~ 

gunda para la síntesis de triptof ano utilizando indol por 

la triptofano sintetasa. La serina y la glutamina se adi­

cionaron al medio de cultivo a una concentración de 100 

µg/ml de cada una de ellas. Al determinar el triptofano -

producido se observó que no había un aumento significati­

vo en la producción específica a diferencia del crecimien 

to que sí se vió incrementado, ya que en primer caso su-­

bió de 5.5 de densidad óptica a 6.2 para glutamina y a -

6.3 para serina. 

En resúmen, la concentración óptima de metanol -

para la producción de triptofano fué de 2.3 g /1 (3% v/v). 

Las mejores fuentes de nitrógeno fueron el sulfato y el -

fosfato di ácido. de amonio a una concentración de 7. 5 y --

4. 45 roM (0.1 y 0.05% p/v) respectivamente. El pH no influ 

ye de manera determinante sobre la producción y la serina 

y la glutamina no son limitantes para la misma. Además, 

las concentraciones óptimas de tiamina y biotina fueron ~ 

0.25 y 1.0 rg/ml respectivamente. 
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TABLA 7. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE TIAMINA 

Y BIOTINA SOBRE LA PRO!}UCCION DE TRIPTOFANO -­

POR LA MUTANTE A1 . 

Concentración 
(,ug/ml) 

0.1 

0.25 

l. o 

3.0 

5.0 

TIAMINAb. 

0.1 

0.25 

1.0 

3.0 

5.0 

Crecimiento 
(D.O.) 

4.5 

5.0 

5.7 

5.1 

5.6 

5.8 

5.5 

5.7 

5.8 

5.6 

Producción 
específica 

(mg/D.O.) 

50.5 

52.3 

66.0 

58.6 

59.1 

63.8 

62.0 

60.7 

61.0 

59.0 

· Los experimentos se realizaron por triplicado en 
MM con metanol e incubaron a 37°C con agitación­
(150 rpm). Las determinaciones de crecimiento y­
triptofano se realizaron a los 4 días de fermen­
tación. 
a La concentración de tiamina se mantuvo consta!!_ 
te a 4 µg/ml. 
b La concentración de biotina se mantuvo consta!!_: 
te a O. 2 flg/ml. 



IV. EFECTO DE LA TIROSINA Y FENILALANINA SOBRE LA PRODUC­

CION DE TRIPTOFANO POR LA MUTANTE A1 . 

La fenilalanina y la tirosina inhiben la prime­

ra enzima de la vía de biosíntesis de los aminoácidos ar~ 

máticos, la DAHP sintetasa, de la que existen dos isoenzi 

mas, cada una de ellas regulada por uno de los dos amino! 

cides. Es por esta raz6n que fué im9ortante 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 producci6n 

de triptofano. En la FIGURA 15 se puede observar que con­

forme aumenta la concentraci6n de estos dos aminoácidos, 

la producción específica disminuye hasta 23 mg/D.O. desde 

150 µg/ml de cada uno de ellos. Esto significa una inhi-­

bición de la producci6n 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 tir~ 

sina y que la producción de triptofano por esta mutante -

se podría aumentar seleccionando un doble aux6trofo para 

fenilalanina y tirosina para poder controlar la concentr~ 

ciqn_de:.estos dos .aminoácidos ex6genamente ó seleccionan"' 

do~mutantes resistentes a análogos de ellos que tengan -­

una DAHP sintetasa no regulada. Estos dos enfoques se han 

ya aplicado en la obtención de mutantes hiperproductoras 
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FIG. 15. Inhibición de la producción de triptofano por 

la mutante A1 por diferentes concentraciones de fenil­

alanina + tirosina adicionados al medio de cultivo •. Se 

utiHzó el MM con metanol (23g/l) y sulfato de amonl.o 

7.5 mM (1 g/l); los amino~cidos se adicionaron en con-

centraciones equivalentes y fueron esterilizados por - • 

filtración. Las determinaciones de crecimiento y pro-­

ducción se hicieron a las 96 horas de incubación a 37° 

y 150 rpm. 
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tanto en C. glutamicum como con Brevibacterium glutamicum. 

La producción de triptofano aumenta de 4.9 a 12 g/l des-­

pués de la selección de mutantes resistentes a diferentes 

análogos de fenilalanina y tirosina del primer microorga­

nismo mencionado (HAGINO & NAKAYAMA, 1975). En el caso de 

H. polymorpha se seleccionó un braditrofo para los dos 

aminoácidos mencionados y la producción de triptof ano au­

mentó de 5 a 28 mg/1 (SANCHEZ & DEMAIN, 1978). 

V. SEPARACION DEL TRIPTOFANO DEL MEDIO DE CULTIVO. 

Dentro de cualquier proceso fermentativo es im~ 

portante la separación del producto del medio de cultivo 

y es en la mayoría de los casos una de las operaciones -

limitantes, principalmente por su costo y los bajos ren­

dimientos obtenidos. En nuestro caso, la separación del 

triptof ano representaba un problema especial ya que en -

la literatura no existen reportes al respecto a excep-­

ción de una patente (US PATENT OFF. No. 3, 385762), en -

donde se reportaba la separación del triptofano por ad-­

sorción en carbón activado y posteriormente su elución -

con etanol caliente, dando un rendimiento de recupera- -

ción 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 decidió mo 
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dificar el método.original cambiando el eluyente de etanol 

caliente a una mezcla de etanol-amoníaco (lO:l). con ésto 

se logró aumentar el porcentaje de recuperación a 87.5-90. 

La elución es el paso limitante de este proceso 

ya que ál utilizar un v~lümen menor no se obtiene la mis­

ma recuperación, obteniéndose un óptimo de 100 ml ya que 

con 200 ml, la cantidad adicionar de triptofano desorbido 

aumenta en un porcentaje muy bajo (TABLA No. 8) . En lo -

que se refiere a la adsorción del triptofano en el carbón 

activado no hay ningún problema, ya que éste tiene una ca 

pacidad de retención de aproximadamente de 160 mg de triE 

tofana por gramo de carbón activado, resultando otra vez 

que para eluir esta cantidad se requiere un volúmen mayor 

de la mezcla de etanol-amoníaco para obtener un buen por­

centaje de recuperación (TABLA No. 9). 

De acuerdo al objetivo planteado al inicio de es 

te trabajo se obtuvo una familia de mutantes de Hansenula 

polymorpha hiperproductoras de triptofano utilizando los 

análogos de triptofano, de los cuáles el que mejores re-­

sultados rindió fué el 6 fluorotriptofano. Con la mutante 

A1 se logró una acumulación ae triptofano en el medio de 

cultivo de 412.5 mg/l utilizando metanol como fuente de -

carbono. Esto significa un aumento en la producción de la 

cepa silvestre a la mutante A1 de 82 veces aproximadamen­

te, siendo la productividad de 0.004 g/l/h. Esta es baja 
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TABLA 8. RECUPERACION DE TRIPTOFANO COMERCIAL DISUEL­

TO EN MEDIO DE CULTIVO POR ADSORCION A CARBON ACTIVA­

DO. 

Volúmen de eluyente 

(ml) 

50 

100 

200 

Recuperación 

(%) 

56.2 

87.5 

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 carbón activado y el aminoácido -
fué eluído con los volúmenes mostrados de una mezcla -
etanol-amoníaco (10:1). 
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TABLA 9. RECUPERACION DE DIFERENTES CANTIDADES DE TRIP­

TOFANO DISUELTAS EN EL MEDIO DE CULTIVO. 

Triptof ano adsorbido Recuperaci6n 
(mg) (%) 

40 90 

80 78 

120 75 

160 71 

200 65 

300 48 

50 ml de medio mínimo conteniendo las diferentes canti­
dades de triptof ano comercial fueron pasados a través -
de una columna de 2 por 10 cm conteniendo 2.5 g de car­
b6n activado y se aluy6 con 100 ml de la mezcla de eta­
nol-amoníaco. (10:1). 
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si se compara con las productividades obtenidas con otros 

microorganismos y con otros métodos, pero hay que resal­

tar el hecho de que en ningún caso se ha utilizado al me­

tanol como fuente de carbono sino a la glucosa. Por estas 

razones se considera que fué importante la obtención de -

las mutantes hiperproductoras de H. polymorpha, ya que a 

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

al., 1977), no se había hecho nada en lo que respecta a -

la producción de triptof ano a partir de metanol utilizan­

do una levadura. 

Este proceso de producci6n de triptofano, en ge­

neral se muestra promisorio, pero utilizando metanol como 

fuente de energía, ya que est~ aminoácido puede ser prod~ 

cido por otros métodos y obtenerse mejores rendimientos. 



CONCLUSIONES 

1) Es factible la producci6n de triptofano por -

Hansenula polyinorpha utilizando metanol como fuente de car 

bono. 

2) A través del uso de los análogos de triptofa­

no y ac. antran!lico se pudo obtener una familia•de mutan 

tes de H. polymorpha hiperproductoras de triptofano, ha~­

bi..sndo sido . ..el 6 fluorotriptofano el análogo que mejores 

resultados di6. 

3) La mutante A1 , resistente a 6 fluorotriptofa­

no, 7 azatriptofano, 7 metiltriptofano y ac. antran!lico, 

fué la que presentó una mayor acumulaci6n de triptofano -

en el medio de cultivo (412.S mg/l);.el aumento en produ~ 

ción fué de 82 veces y la productividad result6 ser de --

0. 004 g/l/h. 

4) El metanol a concentraciones mayores de 23 g 

por litro inhiben el crecimiento de la mutante A1 • 

5) Altas concentraciones de las sales de amonio 

utilizadas {cloruro, sulfato y fosfato diácido) inhiben -

la producci6n de triptofano por la mutante A1 • 

6) El proceso de separación descrito es eficien­

te ya que se logra una recuperaci6n entre 80 y 90% del -­

triptofano acumulado en el medio de cultivo. 
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