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INTRODUCCION 

Se piensa que existen unas 2000 clases de defectos genéticos 

humanos (Lenhlnger, 1986}. La fenllcetonurla constituye un ejemplo 

de enfermedad genética, relativamente común y hasta el momento sin 

ninguna poslbllldad de curación. Sin embargo, cuando se descubre 

en la infancia y sl se controla la dieta del nlf\o, éste crecerá y 

será un adulto normal. La detección y el tratamiento son muy 

costosos, aunque, independientemente de laS cuestiones 

hWl'lanltarlas, los costos ocasionados al no efectuar el diagnóstico 

y el tratamiento de los nlf\os fenllcetonúricos son mucho mayores. 

En Estados Unidos los nacimientos anuales se estiman en alrededor 

de 3 millones y se ha CS:lculado que el programa de tratamiento y 

dlagn6stlco tendr1a un costo de 8 millones de dolares (Lenhlnger, 

1986). Considerando una lncldencla de un caso de fenllcetonurla 

por cada 10,000 naclmlentos, si no se efectúan los ensayos de 

detección y se suministra el tratamiento adecuado en el momento 

del nacimiento, los 300 nlftos fenl lcetonúr leos deberán ser 

mantenidos en una lnsti tucl6n para enfermos mentales durante 30 

arios. que es su promedio de vida, con un costo por manutención de 

SO mlllones de dolares. La detección oportuna y el tratamiento 

representan s6lo el lOY. del costo de manutención de los lndlvlduos 

afectados, de tal forma que con una inversión de S millones de 

dolares se pueden mantener con vida y sanos a 300 individuos 

durante más de 30 af\os. 

En Mbxico no se ha estudiado aún un nWnero sUflcientemente grande 

de reclen nacidos como para conocer con exactl tud la frecuencia de 

la fenllcetonurla. Entre 1975 y 1977 gracias a una colaboracl6n 

entre la UNAM y SSA, se realizó el programa de tamiz neonatal" que 

conslstia en tomar gotas de sangre del ta16n del bebé rec1en 

nacido en una tarjeta de papel filtro y analizar el contenido de 

aminoácidos. Se detectaron dos pacientes entre treinta y seis mll 

reclen nacidos estudiados. A causa del cambio de la Adminlstrac16n 

Pública, se lnterrumpl6 el programa. reanudándose en 1986. 



A través del Programa Nacional de Prevención del Retraso Mental, 

en donde se realiza un trabajo conjunto entre la UNAM, la 

Secretaria de Salud, el ISSSTE, los servicios médicos del 

Departamento del Dlstrlto Federal, asi como la Secretaria de 

Def'ensa y de Harina, se ha desarrollado un proyecto 

tnterlnstl tucional titulado "Obtención de un alimento bajo en 

Fenllalanlna", con materia prima nacional, haciendo que el 

producto sea más disponible para los enfermos de fenilcetonurla. 

Este proyecto se desarrolla desde 1987 en el Departamento de 

Alimentos y Biotecnologia, de la División de Estudios de 

Posgrado de la Facultad de Quimica, y en el Instituto de 

Biotecnologia de la UNAM, como una aportación al Programa de 

Prevención del Retraso Mental. 

El proyecto está contemplado en varias etapas, a fin de 

desarrollar un proceso para obtener un alimento bajo en 

fenilalanina. 

La primera etapa conslst16 en seleccionar una protcina base, 

llevar a cabo una hidrólisis enzimática extensa y realizar la 

separación de la fenllalanina del hldrollzado por adsorción fisica 

con carbón activado. 

La segunda etapa consistió en efectuar la formulación del producto 

terminado, una evaluación económica preliminar y pruebas a nivel 

de planta piloto. Pensando en la posibilidad de eliminar la 

f'enilalanlna por un método enzimático, se caracterizaron los 

crecimientos y las actividades enzimáticas de dos diferentes cepas 

de levaduras. 

Actualmente, en lo que se puede plantear como una tercera etapa 

del proyecto, se pretende mejorar el proceso de ellmlnaclón de 

fenilalanlna,haciéndolo más especifico a través de un método 

enzimático utilizando la enzima fenllalanlna amonio !lasa. Este 

trabajo piensa contribuir en esta dirección mediante la busqueda 

selectiva de mutantes de Sporidlobolus pararoseus sobreproductoras 

de fenllalanina amonio !lasa. 
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OBJETIVOS 

1. - Desarrollar un m6todo de selecclón de cepas Dlutantes de 

Sporldlobolus pararoseus sobreprod.uctoras de fenlla1&111na amonio 

11asa. 

2. - Obtener y caracterizar una mutante de SparJdloboJus pararoseus 

sobreproductora de Fenllalanlna amonio llasa. 



GENERALIDADES 

Fenilcetonuria 

La fen1lcetonur1a es una enfermedad de tipo metabólico que se 

conoce desde hace 58 af\os cuando en 1934 Asborn FOlllng ldentlflc6 

el primer caso en Noruega (Koch y Wenz, 1987). Esta enfermedad es 

causada por una mutación estructural en el gene de la fenllalanlna 

hldroxllasa que esti\ en el cromosoma 12. Esta mutación ocasiona una 

dlsmlnuc16n o anulación de la actividad de la enzima hepática que 

transforma la fenl.lalanlna en tlroslna. 

Esto ocasiona un incremento en los niveles de fenllalanlna y de 

otros metabolltos, tanto en sangre como en orina, Estos 

metaboll tos son neurot6xlcos y ocasionan un retraso mental severo 

sl se acumulan durante los primeros 6-8 arios de vida. Los niveles 

altos de fenllalanlna en sangre, desde 20 mg/10 mL, inhiben el 

transporte de t1ros1na a través de la membrana pre-slnáptlca, 

resultando en una reducc16n de catecolamlnas (Bourget y Chang, 

1985). Esto trae como consecuencia que los niveles de tiroslna 

sean inferiores a 5 mg/10 mL, lo que provoca serlos problemas en 

la sintesls de los neurotransmisores: dopamlna, noreplnefrina y 

epinefrina. 

A su vez, los derivados de la fenilalanlna que se encuentran en 

orina se incrementan (acido orto-hidroxifenllacétlco, é.cido 

fenllpiruvico, ácido fenllacétlco, y fenil acetil glutamina). 

Debido a todas estas al teraclones se presentan los siguientes 

problemas: incidencia alta de microcefalia, defectos de 

nacimiento, retardo en el crecimiento pre y post-natal, desórdenes 

neuropslquiátrlcos, confusión e lrrltabllldad. Se ha observado 

también deficiencias en la eficiencia intelectual (K.och y Wenz, 

1987). 

La Fenl lcetonur la es la forma más severa de la 

hiperfenllalanlnemia, pero existen diferentes formas de 

manlfestacl6n de la enfermedad, requlerléndose diversos 

tratamientos: 



a) Fenilcetonuria clásica 

Las personas que sufren de esta enfermedad presentan 

concentraciones de fenllalanlna en sangre super lores a 

20 mg/10 mL, niveles normales de tiroslna y un exceso de 

metabolltos de la fenilalanlna en la orina. Esta s1tuac16n se 

mantiene en tanto se consuma una dieta normal. Se presenta una 

mlnlma o nula actividad de fenllalanlna hldroxllasa. 

b) Fenllcetonurla variante 

Las personas que presentan fenllcetonurla variante tienen 

concentraciones de fenllalanlna sangulnea entre 10 y 20 mg/10 mL 

pero no tienen metabolltos de fenllalanlna presentes en la orina, 

a menos C¡ue tengan lngestas proteicas excesivas. Los niveles de 

tiroslna son normales y presentan actividad normal de fenllalanlna 

hidroxllasa. Se piensa que esta forma de fenl lcetonur la es 

provocada por un defecto en la bloslntesls de los ca-factores de 

la fenllalanlna hldroxllasa. 

e) Hlperrcnilalaninemia benigna 

Esta enfermedad se le adjudica a las personas que tienen niveles 

de fenllalanina sangulnea entre 4 y 10 m:g/10 mL, que están 

cercanos a los niveles normales de fenllalanina sangulnea que son 

entre 1 y 2 mg/10 mL, los niveles de tlroslna en sangre son 

normales y no presentan metabolitos de fenllalanlna en la orina, 

presentan actividad de fenilalanlna hldroxllasa en niveles 

normales. La hlperfenllalanlnemla es detectada a travbs de las 

prue.bas que se realizan con los reclen nacidos ya que ellos no 

presentan los slntomas de 18. fenllcetonuria clé.sica, llegando a 

ser individuos con una lnteUgencia normal y aslntomá.tlcos 

cllnlcamente. 

La fenllcetonurla se detecta a través de cuatro parámetros 

bloqulmicos: 
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a) Medición de la renilalanina en sangre. En el caso de los 

fenilcetonúricos es mayor o igual a 20 mg /10 mL de sangre. Por lo 

general se mide durante 2 di.as consecutivos teniendo una dieta 

normal. 

b) Medición de loa niveles de tirosina en sangre. Los niveles de 

tirosina son menores de 5~ /10 mL de sangre en el caso de los 

f eni lee tonúr leos. 

e) Presencia de metabolit.os de la f'enilalo.nina, An1Hisls de 

metabolltos excretados en orina. 

d) Ensayo de Gut.rie. Consiste en detectar fenllcetonuria por 

1nhibici6n microbiana en gotas de sangre seca para diagnosticar la 

enfermedad en recien nacidos. 

Como métodos más espec1f1cos se tienen los siguientes: 

d) Medic16n de la actividad de f'enilalanlna hidroxilasa. 

e) Reto proteico. Seguim1ento de la fenilalanina consumida 

estableciendo situaciones de alto consumo del aminoácido. 

f) Fenilalanlna amonio llasa. Medición de fenUalanlna y t1roslna 

en sangre a través de la reacc16n catallzada por la fenilalanlna 

ainonlo llasa. 

Los métodos de análisis del gene de fenllalanina hidroxllasa se 

han empezado a llevar a cabo, aunque esto es una técnica muy 

sofisticada de lmplantaci6n como método de diagnóstico en el 

mediano plazo. 

Tratamiento de la f'enilcetonurla 

A diferencia de muchas enfermedades que afectan al sistema 

nervioso central, la fenilcetonuria diagnosticada antes del af\o de 

vida, puede recuperar el retraso mental produc1do por la 

acumulación de ácido fenllpirúvico y la disminución de la 

tlroslna. Esto se descubrió en 1963 cuando Gruter percibió una 

mejor1.a en el comportam1ento y desarrollo motor de nif\os 

fenilcetonúricos que comenzaban con una dieta restringida de 

fenilalan1na. Los cambios siempre se dirlgian hacia la 

normalización. 

6 



La dieta baja en fenllalanlna es hasta ahora, el método má.s 

efectivo para controlar la fenllcetonuria, aunque en periodos de 

lnfecci6n, fiebre o embarazo, los niveles de fenllalanina en sangre 

se incrementan considerablemente y requieren de un tratamiento 

especial para eliminar este aminoácido. Algunos de estos métodos se 

basan en la utll1zaci6n de la enzima fenilalanina hldroxilasa, 

como se mencionó, deficiente en los fenUcetonúricos. Sin embargo 

existe el problema de que se requiere de una gran cantidad de 

tejido de mamlferos para poder extraerla significativamente, además 

de que tiene una vida media muy corta (Ambrus et al, 1978). 

Otro de los métodos enzimáticos utilizados se basa en el uso de la 

enzima fenllalanina amonio liasa (PAL), ampliamente distribuida en 

plantas superiores, levaduras y algunas bacterias. Los productos 

de la acción de la PAL sobre fenllalanina, á.cldo t-clnft.mico y 

amoniaco, no son tóxicos y Son facllmente eliminables a través de 

orina. Esta enzima se puede usar de diferentes maneras: 

1) En un reactor enzimático con enzima inmovilizada en donde se 

hace pasar la sangre del paciente para que reaccione lt1. 

fenllalanlna con la enzima. A través de este método se crea una 

dependencia del paciente con la clinica, ya que tendrla que asistir 

periódicamente para la eliminaci6n del aminoácido, además de que 

requiere de una total esterilidad en todo el equipo. Asl mismo, se 

podrla provocar reacciones inmunol6gicas con la enzima (Ambrus et 

al, 1978). 

2) Otra alternativa de tratamiento ha sido irunovillzar la enzima y 

encapsularla para que sea ingerida por el paciente. Esto trae 

otros problemas como son la desnaturalización de la enzima en el 

estómago por el pH tan bajo, o bien la hldr611sis por efecto de 

las proteasas intestinales. Además, la enzima pierde el 70Y. de su 

actividad estando encapsulada y a pH fisiológico (lnoue et al, 

1986 l. Se trabaja arduamente en encontrar un excipiente adecuado 

para que la enzima llegue intacta a donde se encuentra el 

aminoácido y que se pueda conservar la mayor actividad posible 

(Gilbert y Jack, 1981 J 
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Ante estos problemas. la mejor y más eficiente via de tratamiento 

parece ser a través de un control estricto de la lngesta de 

f'enllalanlna (Aral et al. 1986). Para obtener el alimento bajo en 

f'enllalanlna se llenen las siguientes alternativas; 

1.-Hldr611sls ácida de una proteina, en donde la fenilalanlna se 

ellmlna por adsorción con carbón activado. 

2.-Hidrólisls enzimática de una protelna con ellmlnaci6n de la 

fenllalanlna por cromatografla con clclodextrlnas y con carbón 

activado. 

3.-Hidr611sis ácida o enzimática de una proteina y ellmlnaci6n 

enzimática de la fenllalanlna con fenilalanina amonio liasa 

4.-Mezcla de aminoácidos en donde la formulación permite controlar 

la concentración de fenilalanina. 

Entre los alimentos bajos en fenllalanlna que exlsten actualmente 

en el mercado de los Estados Unidos y Europa se encuentran los 

siguientes: 

1. -L.OFENALAC. Es un producto comercial de Mead Johnson al que se le 

ha eliminado el 9SX de la fenllalanlna. Es un alimento 

nutrlclonalmente completo, que cubre los requerimientos diarios de 

prote1nas, carbohldratos. grasas, vitaminas y minerales. La 

hidrólisis de la protelna se lleva a cabo utilizando é.cido 

clorhidri~o y esto intensifica el sabor desagradable y penetrante 

del hidrollzado, limitando su aceptación por los bebés. 

z. -PHENYL-FREE. Es un producto de Mead Johnson formulado con una 

mezcla de L- aminoácidos y por lo tanto libre de fenilalanlna. 

Contiene menos valor cal6rico que LOFENALAC pero perml te 

combinarlo con otros alimentos por su ausencia de fenllalanlna. 

Presenta resultados satisfactorios de los pacientes que lo 

consumen, aunque puede presentar problemas de osmolaridad a nivel 

de intestino delgado, 
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3. -HILUPA PKUt Y PKU2. Se trata de mezclas sintéticas de 

,L-aminoácldos que se producen por MILUPA AG en Alemilflia. Est.án 

adicionados con vitaminas, minera.les, elementos traza y 

cantldades11inlraas de sacarosa. Se puede combinar su consumo con el 

de otros alimentos. manteniendo el control cuidadoso de lngesta de 

fenilalanlna. Su composlc16n de a.mlnoácldos semeja al de la leche 

materna y su sabor es tnás aceptado que el de los hidrollzados 

proteicos. 

Como se aenclon6 en la Introducción. este proyecto pretende 

mejorar un proceso de elaboración de un alimento bajo en 

fenllalanlna en donde la ellminac16n de Fenllalanlna a través de 

carbón activado, se pretende sust1 tulr con una el1mlnac16n 

espéclf'lca con fenllalanlna amonio llasa proveniente de 

Spor1dJobolus pararoseus. El proceso será mucho ZD.ás eficiente sl 

se tiene un catalizador con gran actl.vldad enz:buitl.ca, misma que 

se busca a través de una m.utac16n en donde se seleccionan cepas 

sobreproductoras. 

Fenilalanlna aaonio liaaa. 

La enzima fenUalanlna llll!onlo Uasa (PAL), (E.e. 4.3.1.5. l está 

811pl1Úente distribuida. en plantas verdes incluyendo las 

crlpt6gaaas. También se encuentra en los BasJdlomycetes y 

Streptonyces y no ha sido observada en bacterias verdaderas como 

Escherlch1a coll y Streptococcus, ni en células de aaaiferos. Fué 

descubierta por Koukol y Conn en 1961 y es quizá la enzlaa mis 

est~dlada en el •etaboliamo secundarlo de plantas, Una raz6n por 

la que esta enzima ha sido obJeto de multiples estudios es que en 

un tejido determinado, los niveles de enzlaa pueden fluctuar 

slgn1f1catlvamente en intervalos cortos de tiempo en respuesta a 

una gran variedad de estimulas Ccamm y Towers, 1973). 
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La PAL catallza la reacción de desam1nac16n de la fen1lalanina para 

dar como productos ácido t-c1nám1co y atnonlaco {de acuerdo a la 

reacción l). No requiere de cofactores y la reacción ca tal izada es 

reverslble. Esta es probablemente una de las razones por las ,que ha 

cobrado tanta importancia su estudio y su utllizaclón ya que se ha 

aplicado para la s1ntes1s industrial de íenllalanlna. El am1noftc1do 

se utiliza, entre otras cosas, para slnletlzar el dlpéptido de 

asp-phe conocido comerclalPlente como Aspartame, edulcorante no 

calórico. Esta enzima también es utilizada para el tratamiento de 

ciertos tumores neoplc\sticos en ratones, para el análisis de 

fenllalanina en suero y para el tratamiento ln vivo de la 

f"en1lcetonurla. 

PAL 

' 

REACCION 1 

~e;:+ u 
-t 

NH'l 

Los pesos moleculares reportados para la Fenilalanina amonio llasa 

(PAL) son de 226,000 (en Streptomyces vertlclllatus) a 330,000 para 

la enzima de papa. Está formada. por 4 subunldades, dos de las 

cuales estAn involucradas en la catálisis y aparentemente son 

idénticas. Se han encontrado dÓs formas de la enzima de papa~ una 

de ellas tiene el doble de peso de la otra, pero no son 

interconvertlbles. 
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Se ha encontrado que la PAL proveniente de una gran cantidad de 

tejidos presenta dos diferentes propiedades cataliticas, que en 

.algunos casos difieren de su sensibilidad para los compuestos 

fen611cos. Una es catalitlca sobre tirosina. lo que no se ha 

demostrado en muchas preparaciones de PAL. 

El sitio activo de la enzima tiene un residuo de dehidroalanlna en 

algunas plantas, en Basldlomycetes y en Streptomyces. Con 

respecto a los inhibidores, la PAL de todas las fuentes, es 

inhibida por el ácido t-cinámlco (Camm y Towers, 1973). Esta 

enzima es una de las pocas transformadoras de aminóacidos que no 

requiere de piridoxal 5 fosfato como cofaclor. 

Fenilalanina amonio !lasa en plantas 

La PAL de origen vegetal catallza la primera reacción de 

bioslntesis de faseolina a fenilalanina como respuesta de la 

infección de hongos o bacterias patógenas (Dlxon y Lamb, 1979). 

También se piensa que es una enzima regulatorla de la bloslntesis 

de isoflavonoldes y otros fenllpropanoides, incluyendo lignlna y 

otros flavonoides. asl como ácido cafeteo y ácido qulnico. Neish 

et al. han demostrado que tanto la fenllalanina como el ácido 

t-clnámico son buenos precursores de lignina o de fenilpropanoldes 

y que pueden ser incorporados a la lignina de monocotiledones y de 

dicotiledones, Dado que el ácido t-clnámlco es el primer compuesto 

que esta involucrado en la biogénesis de flavonoides, se puede 

esperar que la PAL tenga propiedades reguladoras. 

El erecto de la luz en los niveles de la PAL ha recibido gran 

atención debido al descubrimiento de Zucker. en el que la actividad 

de PAL se incrementa en rebanadas de papa incubadas a la luz. El 

efecto estimulador de la luz en tejido daftado por un corte se ha 

visto en la mayoría de las plantas verdes. aunque algunas ralees, 

por raz.ones obvias son insensibles a la luz. 
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Existe cierto interés en conocer los cambios graduales que 

permiten la sintesls de flavonoides en plantas que crecen en 

condiciones normales durante la coloración otof\al. Se ha 

comprobado que esto tiene que ver con la estimulación de la 

actividad de la fenllalanlna amonio liasa (Creasy, 1978). 

Se ha encontrado que la enzima fenilalanina amonio liasa es más 

estable y tiene una mayor especií.icidad por sus sustratos que la 

tlrosina amonio Uasa que se ha encontrado en la mayorla de las 

plantas super lores en las que se ha estudiado la PAL (O' Neal y 

Keller, 1970). 

En la tabla 1 se presentan las caracterlstlcas principales de la 

PAL proveniente de diversas fuentes vegetales. 
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TABLA! 

CARACTEIÚSTICAS DE FENILALANJNA AMONIO LIASA PROVENIENTES DE VARIAS PLANTAS SUPERIORES 

ru- Peso pi! Tc:mpctll!!n Actividad Km(L-fcn) lnhibidorcs Espocificidad Rdam:ia 
molcculat óptimo óptima cspcclfu:a mM 

discos de las hojas de - 8.8 2S'C 0.04óU/g - ácido !-cinámico y activa para [,. Ctca;y, 1978 
fresa DCMU fcnilalanina, 

ácido !-cinámico 
y p-cumárico 

lpomaca batatas - 8.S.9.S 30"C - 101 ácido !-cinámico, - Yowig&Ncish, 
(camote) tirosina,p- 1966 

fiuorofcnilalanina, • 
acido cmnárico y 

ácido cafcico 

Hotdcum vulgmc - 8.8-9.2 40'C S.13 Uhng 1700 ácido !-cinámico, activa para [,. KookoI & Conn, 
(«bada) doprot. algunos mcta1cs, fenilalanina 1961 

Acidos aronWicos y 
L-cislcina 

Niootiana taba<:um - 8-8.6 37'C - 220 ácido !-cinámico, - O'Ncal& 
(labaco) ácido cafcico, ácido Kcller, 1970 

l><Ulllárico,<r 
tirosina,NaCNy 

NaBl4 
Triticwn kstivum - 8.8 SM4'C Ul6U/g - L y D-tiro5ina, DI,. activa para [,. Yowig&Ncish, 

(trigo) ttil1lsina, D[,. fenilalanina y 1966 
bidroxiti:nilal DL-

yDL- fioorofcnilalanina 
fiuorofcnilalanina 

Tubátulo do papa 330,000 8.7 30"C 0.79U/mg . agcoleSquc acivaCXJ11Lyl). Havir y llanson, 
dopn¡t rtaeciooan con fenilalanina 1968 

grupos c:atbonilo 

1.oa llllY' (malz) 306,000 - 30"C - 270 p-fcniWanina activaconL- Havir et al 1971 
tirosWa 

• No sigue ciiitica do Michad;..Mcnten 



Haciendo un análisis general de la lnform.ac16n presenta.da en la 

Tabla 1, podemos concluir que las condlclones de reacción ( pH y 

temperatura óptimos) son muy parecidos: pH=S.5 y T=30°C para 

todas las fuentes. La actividad espe~lflca en el tejldo es Una de 

las caracteristlcas que más varlan, el máximo valor lo presenta la 

cebada. ademá.s de presentar diferentes especlflcldades. 

Se ha encontrado que la hldroxllaclón de fenllalanlna en para- o 

meta-, produce sustratos con poca afinidad por la enzima, mientras 

que la orto-tiroslna y el ác. orto-cumá.rico, son 1nhlb1dores muy 

potentes. En el caso de la enzima de tubérculo de papa y de 

tabaco, éstas son fuertemente lnhlbldas por NaCN y NaBH4, que san 

compuestos generadores de carbonllos, por lo que se puede asegurar 

que el mecanlsmo de acción de la enzima requiere de la 

partlclpac16n de al menos un grupo carbonUo (O'Neal y Keller, 

1970). 

Fenilalanlna amonio llasa en levaduras Basldlomycetes. 

La PAL ha sido estudlada en levaduras Bs.s1dlomycetes por la gran 

lmportanc1a que ha adqulrldo a paitlr de que su uso en la s1ntes~s 

de f"enllalanlna para el Aspartame. Las enzimas de origen microbiano 

desplazan a la enzimas de origen vegetal ya que se pueden producir 

a gran escala y en un espacio relativamente reducido. 
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TABLA 2 

CoMPARACION DE LAS ACTIVIDADES DE FENILALANINA AMONIO LIASA 

TENIENDO L-FENILALANINA COMO SUSTRATO. 

Microorganismo Actividad eopecif"lca de PAL 

(U/g) 

Rhodotorula rubra 52.83 

Rhodotorula glutJn.ls 47.16 

Rhodotorula mtmta 41.81 

Rhodospor JdJum thoruloldes 3Z.36 

Rhodotorula Jnflrmo-mJnJatum Z9.43 

Rhodotorula .malvlnellum 18.00 

Rhodotorula gramlnls 6.76 

Spor ldlobolus roseus 18.98 

Sporldlobolus pararoseus 31.40 

Fuant.01 &vana et. a 1, 1987 

Durante la fermentacl6n para obtener la PAL de RhodotoruJa 

glutlnls, la enzima es inducida con una cantidad pequef\a de 

fenllalanlna. Se sabe también que para todas estas levaduras, la 

actividad de PAL llene su pH y Temperatura 6pllmas diferentes a 

las del crecimiento. Es concebible que una restrlcc16n en el 

creclmlento cause estres metab611co sUflclente para dirigir a las 

células a un metabolismo secundarlo, por lo que se prefiere 

establecer pH y temperaturas 6ptlmas de creclmiento que en general 

son de pH=S. 5-6.0 y T=30°C. 

La enzlma PAL es inducida por L-fenllalanlna, por lo que en el 

momento en el que el aminoá.cido ·funciona como ónlca fuente de 

carbono y de nltrógeno, la actlvldad de la enzima se expresa 

lnmedlatamente. La actlvldad se reprime cuando la fuente de 

carbono se cambia o en algunos casos, se diversifica. 
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Este es el caso del crecimiento en glucosa o cuando ésta se afiada 

al medio con L-f'enilalanina. Se ha encontrado que la presencia de 

amoniaco en el medio ayuda a aumentar la sintesis de PAL. 

La PAL de Rhodotorula glut1n1s ha sido ampliamente estudiada y se 

toma como referencia para el estudio en otras levaduras. 

La máxima actlvldad de PAL en Rh. glutlnls se encuentra entre la 

mitad y el final de la fase logarítmica. La enzima es degradada 

por prote611sis cuando las células entran en fase estacionarla. 

La inducción de la enzima PAL por L-fenllalanlna, ocurre de la 

mitad al final de la tase logarltmlca de crecimiento y es 

independiente del tiempo en el que se af'i.ade la L-íenilalanlna, por 

lo que la fase de crecimiento de la levadura es critico para la 

producción y aislamiento de enzima activa (Wlck y Willls, 1984). 

Frltz et al en 1976 estudiaron también el medio para la inducción 

de la enzima y encontraron que con 1.0X de extracto de malta, O. lX 

de extracto de levadura y O. lX de fenllalanlna, la actividad se 

expresa a las 14 horas de crecimiento, al final de la fase 

logaritmlca, con una actividad especifica de 2 U/g peso húmedo de 

levadura. 

A continuación presentamos las tablas 3 y 4 en donde se presentan 

las caracteristlcas cinéticas de la enzima en Rh. glutlnls asi 

como en otras fuentes microbianas. 

Cuando el crecimiento de Rh. glutlnls se realiza en un medio cuya 

única fuente de carbono y de nitrógeno es la fenilalanina, se 

encuentran dos funciones fisiológicas de la enzima f'enllalanina 

amonto !lasa: la liberación de ion amonio como única fuente de 

nitrógeno y el primer paso en la ruta de utilización de la cadena 

carbonada. 

Se pensó que existlan dos tipos de enzima, una lnducible (pensando 

en una organización de un operón) durante la limitación de carbono 

y otra lnduclble por la llmltaci6n de nitrógeno. 
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TABLA 3 

PROPIEDADES DE FENILALANINA AMONIO LIASA DE RHODOTORULA GLUTINIS 

Especlflcidad por el sustrato: Km V ... 

L-íen1lalanina z.s )( 10-4 M l. 4 mol/mln/g 

L-tlroslna 1.5 X 10-• M O. 7 mol/mln/g 

Inhlbldores competl ti vos: Ki 

0-fenl lalanlna J,3 X 10-3 M 

ácido t-clnámlco 2.6 X 10-5 M 

ácido p-cumárlco l. 8 X 10-S M 1 

Peso molecular: 330. 000 dal tones 

subunldades 4 

a.a. en el sitio activo dehldroalanlna 

punto lsoeléctrlco: 5.4 

pH óptimo: 8.75 

estabilidad térmica: no pierde actividad a soºc en 10 mln. 

ruanto1 &vlr 

Frllz cit. al 1976. 

Hanson 1973, Hod9lns 1971 1 09at.a et. al 1967, 



TABLA 4 
CARACTE1\IST1CAS DE FENILAlANINA AMONIO UASA PROVENIENTE DE DIVERSAS FUENTES MICROBIANAS 

MicroorganilmO 1 Peso molec:ul•r 1 pH óptimo f Temperatura Actividad Km(L·fonl lnhlbidorn Especificidad 
6otim11 esoeclfica mM 

N•ut0~DD,.ct'8S$8 1 - 1 - 1 3o•c 2.08 U/o crot 500 - Actlvaconl-tan 

Rhizoctonla $0/en/ 
1 

330,000 
1 

8.7-8.9 
1 

3o•c 680 U/gprot Agente1 qua Activaconl·fan, 
(hongo pat6g•nol reaccionan con l·tir v 11nAlaoo• 

carbonilo1, D-fan. 
6c. transdnAmico, 
p-eurnjrico y 
caf61co 

Rhodotorula gfutinis 275,000 9.0 30°C 37 U/g col 250 Ac. t-cln6mlco, D- Activa con L·fan, 
330,000 28 U/gc11l 210 fany11n61ogo11, l·tiry Dl-3-

2U/gcel egantlll qua hidrnxifan 
ra•cclonancon 

r.ire~R~~y 
Rhodatorula taxensU 1 - 1 • 1 3o•c 1 - 1 1,500 

1 ~=:-n:~on Activa con L·fan 
yl-tir 

grupos SH y 
elauno• metale11 

Rhodotoru/11 ¡¡raminis - - 30°C 26U/gcel - Ac.fanllpropl61ico 0,L y DL·fan 
v t·cln6mlco 

Sporldiobolus - 8.5 50•c 31.4Utgcal 780 Ac. tenllproplóllco, Activa con L·fen 
parMOs•ia t-cln6mico y yL-tir 

an61oao1 

Sporobolomyces rosllCO - 8.7 30°C 18.9 U/gcal "°" Ac. t·clMmlco y Activa con L·fen 
o-cum6rico vl·tir 

Spon:ibolomycas 300,000 - 3o•c - 300 Agantetqua Activaconl-fan 
PIJTB/'OH!a ::iic:.rH~º· VL·tlr 

carbonilo 

;::~:::·' 1 
228,000 8.S-9.5 25'C 0.2 U/g micelio 160 ~~~-d~t::.º·· Activa para o-,m-

y p-fluoro,p-cloro 
agentH qua 
reaccionan con SH 

yp-metilten 

carbonilo1 

8.8 30'C - 450 Ac. t·dnhnico Activa ara l.f•n 



Esta hlp6tesls estaba respaldada por el hecho de que existen 

diferentes lsoenzlaas reguladoras de PAL en sistemas vegetales. En 

~sta levadura, no se han encontrado diferencias en las 

caracteristlcas flsiol6g.icas de las enzimas, dependiendo de que 

manera en que se induce CMaruslch et al, 1981). 

Pensando en la posibilidad de tener un precursor inactivo de la 

enzima, y que sea ósle el que se induzca por la L- fenllalanlna, 

Gilbert y Tully en 1982 encontraron que Rhodospor1d1um thoruloldes 

presenta la sintesls de PAL de novo, debido a la inducción por 

L-fenllalanlna y no encontraron evldenclas del precursor inactivo 

sintetizado constltutlvaaente. 

Asl 11.lsao, encontraron que la represión de la actividad de PAL por 

glucosa esté. ligada a la represión en la s1ntesls de la enzima y 

no por inactivaci6n catabólica o exclusión del inductor. 

En la reacción 2 se presenta el mecanismo de inducción y represión 

general para la PAL de levaduras. 

Kawasakl et al (1992) caracterizaron el crecimiento y la producción 

de la PAL de Spor1d1obolus pararoseus y Rhodospor1d1um thorulo1des. 

Encontraron que la Mx.iu actividad de ubas cepas se presenta en 

la últiaa etapa de la faso logaritalca de crecimiento, teniendo 

mayor· actlvldad especifica Spor1d1obolus pararoseus, aderaá.s 

definieron un aedlo óptimo de inducción enzimé.tica. 

Hut.aclÓn 

El fen6aeno de la autaci6n consiste en un cambio en el material 

gen6tlco; es de gran utilidad para cambiilr las condiciones 

biol6glcas de los seres vivos. Se ha estudiado e.JDpliamente las 

autaclones en bacterias y se comienza a tener datos acerca de la 

mutacl6n en Eucariotes. 
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En el marco del presente trabajo, la obtención de una mutante 

sobreproductora es una herramienta para la optimización del 

proceso de producción de la enzima, a partir de haber establecido 

los parámetros de crecimiento ideales para la cepa silvestre 

(Hernández, 1990). 

Para aplicar una rautación se requiere de la coordlnaclón de ciertos 

pasos experimentales que son los siguientes: 

t. - Detera1naci6n del tipo de mutante deseada para la 

investigación que se realiza. 

2.- Elección del mutágeno más apropiado para inducir la mutación 

deseada. 

3. - Estableclalento de las condlclones adecuadas para la expresión 

de la nueva mutación. 

4. - Enrlqueclmlento de la mutante deseada para asegurar la 

Probabilidad de su reestablecimlento. 

S. - Detección de la nueva mutante por procedimientos directo o 

indirectos apropiados. 

6.- Caracterización de la mutante. 

7. - Hapeo del sitio de la nueva mutación, de tal manera que se 

localice la posición en el genoma. 

En la tabla 5 se presentan los diferentes tipos de mutágenos y su 

acción sobre el material genlttlco. 

MUIAGENOS 

Los •utágenos se dividen en dos tipos: 

HIITAGENESIS FISICA: a través de radiación ul travloleta, gamma y X. 

MUTAGENESIS QUIMICA:a través de etilen metano sulf'onato (EMS), 

N-metil, N"-nltro, N-nitrosoguanidlna (NTG),gas mostaza.etc. 

Existe otra d1vls16n de los agentes mutagénlcos qulmlcos, que se 

basa en su manera d~ actuar. Esta los divide en tres grupos: 
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TABLA 5 
PROPIEDADES DE LOS AGENTES MUTAGENICOS MAS COMUNES 

Tl!KI de - .. '--no Mecenlmno de mutao4nttsi• 1 TiPOdll mutación 1 Efectividad rel11tiva i Ventaln Y desvontaiu 

RADIACIONEI 

1 Rayoa X. neutrones 16nnico1 Rompilrianto del cromosoma lnversione• Alto 1 El equipo noc11111ño no es 
accuibht 

Ultravíol'eta Dlmerizecl6n de piritridlna Transición GC·AT, 1 Medie 1 Mutecfón da alto 111pectro 
1t1n1vertión 

AGENTES QUIMICOB 

Bu111 anMooH Errorn en la r111Dlicecl6n del DNA Tren.lcione• AT-GC .. ~ 1 Reletivarnttnte inefic/111nta 

HidroxilamlM Deamlnadón da cltot!M Translcionu GC-AT Baja Induce prefart1ntamanta en 
unt dirección 

Ac. nltro•o Daamineeión da cltosirn1 y T11nsiclon111 bidiracclon11IH Media 
adanlna 

N-motil·N'·nitro-N·nitro•ogu11nidina 
INTGI 

Atqulleci6n de b1111H en la otmp• 
darepliced6n 

Tranaicionos GC·AT Muy alta ~~e~e~l~~~a 
multlplHtrutDeionesen 
renion111 loclll'izadn 

Etil-mota-•ulfonato IEMSJ Atqu11ecl6n da gu1nldlna Bidireccional Media Similar a NTG paro sin 
mutaciones MJltfnles 

Gas mostaza lnt1racción da b.111a. durante la Inserción de b1H1 Alta C~Hto1 dltrell111 da 
Nri0clcl6n obtener 

Pofvo da ecridin.11 Interacción da b1111111 durante la P6tdlda da elemento• Baja Efectivo para dluln de 
reolicacl6n 11xtr11cromo1omelH Dlbmklos 

Novobiocina Bloquea la rep6caclón del DNA Recuperación de célul.111 con 
Dlhmldos 

Alto Efectivo p11ra c61ulu de 
lbrrido1 

Fuentu: Carlton y Brown 



+ Mut.a.genos que afectan la replicacion dol DI.A. En este grupo 

están lncluldos El ácido nitroso. que desamlna la adenlna 

.Produciéndose hlpoxantlna y se obtiene uracllo como producto de la 

desamlnac16n de cltos1na; debido a esto se producen transiciones 

AT--GC y/o GC--AT. 

Tambii:n se encuentra en este grupo la hidroxllamina que reacciona 

con plrllllidlnas. pero solo la reacc16n con la cltosina es 

mutag6nica ya que el grupo amino es reemplazado por un grupo 

hldroxilB.llllno. A través de su acción mutagénlca se provoca una 

tautomerlzac16n en donde se dan transiciones GC--AT. 

Otro grupo de compuestos es el de los AGENTES ALQUILANTES, 

considerándose el sistema mutagénlco au\s potente para apllcac16n 

práctica. En este grupo están incluidos el etllJ11etanosulfonato 

(EMSJ, metUmetanosulfonato (MHS). dlet1lsulfato (DES), 

d1epoxibutano (DES). N-m.etil-W-nltro-N-nltrosoguanid1na (HTG), 

N-m.etll-N-nitroso-urea y el gas mostaza. La mutación con agentes 

alqullantes ocurre de varias ta.aneras. Estos compuestos causan la 

formación de todo un espectro de bases alquiladas en el DNA, con 

fosfotrlesteres y sitios con purina libre. Aunque la 

7-alqullguanlna es el producto de alqullac16n más común en la 

mayorla de los casos, éste no causa mutaciones. 

La o'-alqullguanlna y la 04-alqulltimina son las lesiones 

preD1utacionales más importantes, esto ocasiona errores de pareado. 

principalmente transiciones AT--GC (autaci6n directa). 

Un segundo proceso que taiablén termina en llutac16n es la 

inducción de la reparación SOS (error prone). Cuando la 

alqu.ilacl6n del DMA se realiza en un nivel bajo, el sistema 

constitutivo de reparación Ubre entra en accl6n, ocasionándose 

mutaclones aleatorias dentro de este mecanismo. Aún cuando la 

alqullaclón se llev6 a cabo en grandes niveles las enzimas 

lnvolucr"adas en la reparación SOS son inducidas. Para Escherlch1& 

col L existe competencia entre la reparación adaptativa de errores 

libres y la reparación del Sistema SOS. La frecuencia de m.utac16n 

es dependiente de que sistema de reparación esté funcionando. 

23 



N-metll-N• -ni tro-N-nl troeoguanldina 

El uso de N-metll-N' -nitro-N-nitrosoguanidlna CNTG) en un programa 

de mutación ocasiona dlficul tades por su efecto carclnogénlco, 

pero es una de los agentes mutagénicos más efectivos. 

Una gran proporción de mutantes es encontrada teniendo un bajo 

indice de muertes. El 90 ~ de las mutaciones propiciadas por NTG 

son transiciones GC--AT, teniendo pocas omisiones en el DNA y 

mutaciones de barrera, que son propiciadas por la omisión de pares 

GC. 

El mecanismo molecular de la reacción de la NTG no está 

completamente estudiado. Este compuesto se descompone 1n vlvo. En 

soluciones acidificadas se produce ácido nitroso, que aunque es un 

agente mutagénico, no muy efectiva en el pH en el que actúa la NTG 

(pff 6-9). En pH alcalino se Corma Dlazometano que es un agente 

me ti lador muy fuerte. 

Además de que la alqullación provoca que no exista replicación del 

DNA, el punto principal de acción do la NTG es en una de las zonas 

de replicación del DNA. Esto sucede a través del cambio que existe 

en la DNA polimerasa III, durante la replicación del DNA. En este 

proceso, existe una duplicación incorrecta de 1:1" pequefio segmento 

del DNA hasta que la poltmerasa defectuosa sea reemplazada por 

una molécula intacta. Esto explica el hecho de que las mutaciones 

con NTG ocurren frecuentemente en agregados de genes. 

+ Anilogos de las bases que se incorporan en Ilü replicado 

Por su similitud estructural, los análogos de las bases como el 

5-bromouracilo (BU) o el 2-aminopurlna CAP) son incorporados en el 

DNA replicado en lugar de las bases correspondiente Tiaina y 

Adenina. Los análogos tautomerlzan más frecuentemente que las 

bases naturales: BU en ceto forma pares con adenlna, mientras BU 

en enol forma pares con guanina. Si se incorpora BU en cato la 

transición es AT--GC, y si la incorporación de BU es en enol, la 

transición es CC--AT. 
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Las bases aná.logas tienen menos importancia en la aplicación 

práctica debido a que existen cepas importantes industrialmente de 

.las que se conoce poco acerca de su genética y podria ser muy 

costoso establecer las condiciones óptimas de mutagénesis. Como 

ejemplo podemos citar que para la lncorporac16n de BU en el DNA se 

necesita hacer con un organismo que crezca con deficiencia de 

tl•ina. 

+Nutá.geno11 de barrera 

Estos mutágenos se introducen en el DNA durante la repl1cac16n o 

reparación y a través de esta intercalación causan inserción u 

oaisión de uno ó varios nucleótidos. Esto dA como resultado la 

f'oraación de una proteina f'alsa. Los mutágenos de barrera más 

comunes son la acridlna naranja, la proflavlna y la· acriflavlna. El 

taaafto de la acrldlna es exactamente equivalente al tamaJio de un 

mononucleótldo. Su desventaja es que no tienen mucho efecto 

mutagénlco sobre bacterias. 

OlJIOS llETOIXIS DE llUTACION 

gene• muta.dores 

Se puede incrementar la frecuencia de mutación en un factor de 100 

a través de introducir un gen mutadoi-. Esto provoca equivocaciones 

de la DNA polimerasa que provoca transiciones o transverslones, 

dependiendo del gen autador. Se ha probado en Escher1ch1a col1 con 

algunos problemas de manejo de las cepas mutantes, debido al gran 

intervalo de mutación que se genera. 

Elemento• de lrmerc1Ón de secuencias. transposonea y bacterlof'a.gos 

llu. 

Los elementos de Inserción de secuencias son secuencias de DNA que 

cuentan con una longitud variable (entre 800 y 1400 pares de bases) 

que pueden ser incorporadas en diferentes puntos del genoma y esto 

mismo sucede con los transposones y el bacteriófago temperado Hu. 
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Estos elementos se han utilizado en Escherlchla coll y Salmonella 

typhlaur Ium. 

Estos elementos destruyen la función del gene en el sitio de su 

integración. La incorporación del insertador de secuencias 1. (151) 

tiene un efecto polar en los genes distales con respecto al 

promotor. Los genes no son lo suficientemente transcrl tos, 

probablemente debido al bloqueo de la sintesis del RNA mensajero. 

El insertador de secuencias 2 (152) se conecta al promotor, el 

cual, cuando se incorpora en la orientación apropiada 1 resulta de 

una expresión constitutiva de genes localizada en la expresión del 

gene estructural. Má.s aún, los elementos insertadores de 

secuencias causan aberraciones cromosomales, en particular IS1 

causa omisiones, mientras que IS2 causa duplicaciones. 

No se tienen evidencias de que este procedimiento pueda llevarse a 

cabo para cepas industriales, aunque se ha trabajado con otros 

procariotes además de los mencionados anteriormente y se tienen 

estructuras similares en eucariotes. 

Mutagenesie "in vi tro". 

Se ha hecho posible la inserción de mutaciones directamente a genes 

especlficos, a travéos del conocimiento de nuevos métodos en 

Biologla Molecular, como el uso de endonucleasas de restricción o 

la 1ncorporac16n de análogos de las bases nitrogenadas en vértices 

en sitios especlf'icos del DNA. Para la aplicación de estos métodos 

para mejorar cepas industriales, es necesario tener un conocimiento 

amplio de los genes involucrados en la vta metabólica y de sus 

si tlos de restricción. 
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MATERIALES Y METOOOS 

MATERIALES 

Mlcroorganlamo utilizado 

Por su actlvldad 1 se trabajó con la cepa Spor ldlobolus pararoseus 

NRRL-YS484 que fue obtenida de USDA en forma liofilizada, 

Esta cepa presenta una alta actividad de acuerdo con Kawasakl et 

al en 1992. Estos autores estudiaron dos levaduras que tienen 

actividad de PAL que no han sido estudiadas ampliamente, la cual 

se conservó a través de dos métodos: 

a) En refrlgerac16n a 4°C en tubos inclinados con medio 

optimizado para la inducción de la PAL s6lldo CHO) (La composlc16n 

se describe posteriormente). Previamente se hizo crecer a 30°C 

durante 7 dlas. Se programaron resiembras cada 2 meses. 

b) En congelación a -2oºc en frascos viales con glicerol estéril 

al lSX y cultivo de 24 horas en HO liquido_;: volúmenes iguales de 

la solución de glicerol y del cultivo 

congelados. 

Medios de cultivo 

eran mezclados y 

a) Medio opti•izado para la inducción de la PAL (NO). Este medio 

contiene O. SY. de L-f"enllalanlna, O. 35X de extracto de levadura y 

1.4Y. de extracto de malta disueltos en agua destilada y sin ajuste 

de pH. 

b) Medio de -.itac16n para la 1nducc16n de la PAL U•I). Este aedio 

contiene O.SX de L-f"enllalanina, o. 7Y. de CNHt)2SO• y 1.0X de stock 

de sales. El stock de sales consiste en: 0.1X de NaCl, 0.1X de 

HnSO•.H20 y O.lY. de FeSOt.7H20 disueltos en agua destilada y sin 

ajuste de pH. 
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e) Medio de selección de mut&ntea (HSM). Este medio tiene la misma 

composición que el medio de mutación al cual se le adicionó .á.cido 

f"enllprop1611co (PPA) en diferentes concentraciones 

(O. 00073X-!. 46X) 

En todos los casos, sl se requiere medio sólido, se agrega 2.ox de 

agar bacteriológico. 

Fermentaciones en matraz 

Se prepararon pre-lnóculos de 24 horas de crecimiento a partir de 

las células mantenidas en congelación en matraces crlenmeyer de 

125 mL con 50 mL de HO. Con este caldo se inocularon matraces 

erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de MO. Se consideró que el volumen 

de inóculo fuera siempre el lOX del volumen de fermentación. 

Las condiciones de fermentación fueron las siguientes: 

Temperatura : 30°C 

Aereaci6n producida por 100 rpm 

t.Erooos 

Pen1eabillzacion de celulas 

Las ct'tlulas fueron permeabillzadas como lo describen Gilbert y 

Tully (1985) con las siguientes modificaciones: 

l.- Se toman 10 ml de medio de cultivo y se centrifuga a 4°C 

durante 10 minutos a 10,000 rpm. 

2. - Se desecha en sobrenadante. 

3. - Se resuspende el paquete celular en 1 ml de acetona fria y se 

mantiene a 4°C durante 10 minutos, con agitación ocasional. 
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4.- Se centrifuga a 4°C durante 10 minutos a 10.000 rpm. 

? . - Se desecha e 1 sobrenadan te. 

6. - Se resuspende el paquete celular en 10 ml de dlsolucl6n 

amortiguadora de fosfatos O.OS H,. pH=7.4, con O.SS" de NaCl a fin 

de lavar las células.Se centrifuga a 4°C durante 10 minutos a 

10,000 rpm. 

7. - Se elimina el sobrenadante y se repl te la operación de lavado 

al menos dos veces mis. 

B.- El tlltlmo lavado se dá. con buffer Trls-HCl 0.1N pH=S.S. 

9.- Se elimina el sobrenadante y se almacena en congelación hasta 

la medlcl6n de actividad. 

Medlclon de la act.lvidad de PAL 

Se determina la actividad de la enzima PAL siguiendo el incremento 

de absorbancla a 290 nm en un espectrofotometro dur:-ante 15 minutos 

como lo describen Abell y Shen (1987): 

1.- Se coloca 0.1 ml de células permeabillzadas resuspendidas en 

dlsoluCión amortiguadora Trls-HCl 0.1 H, pH= S.S. 

2. - Se agrega 2. 8 ml de dlsoluc16n amortiguadora Trls-HCl 0.1 H. 

pH= 8.5. 

3. - Se agita y se ajusta a cero. 

4.- Se agrega 0.1 111 de L-Fenllalanlna 24.99 mM. 

5. - Se agita y se toma la lectura del espectrofot6metro a 290 ron, 

para observar la aparición del ácido trans-clnámico. 

6. - Se sigue la reacción durante 15 min. 
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Una unidad de actividad de PAL se define como la cantidad de 

enzima que produce t µmol de ácido trans-clnánllco en un minuto. 

La actividad especifica se reporta por gramo de peso seco de 

células permeablllzadas~ a 30°C y pH= s. S. 

Para obtener los gramos de peso seco. se realizó una curva patrón 

de peso seco, cuya ecuación es la siguiente: 

m(q de poao .aco/.t.)• ((A6SO N11 dll 1/10) + 0.0178)/465.127 

La curva patrón de peso seco de células se realiza de la siguiente 

manera: 

Se inocula un matraz erlenmeyer de 250 mL que contiene 100 mL de 

medio óptimo, con 1 frasco que contiene 2 mL de glicerol al 30Y. 

estéril y Z mL de caldo de cultivo todo esto conservado en 

congelación. Se deja crecer durante 24 horas y se toman 10 mL de 

medio, se realizan diluciones y se les mlde la A650 rw. con una 

dlluclón 1/10; posteriormente se filtra al vac1o sobre membranas 

mlllipore de 0.45 J.U!l previamente puestas a peso constante. se dejan 

secar a 50°C al vacio y se pesan cada 3 horas hasta que estén a 

peso constante. 

Metodo de selección de las cepas urutantes sobreproductorae de la 

enzima PAL 

Método de 1DUtac1Ón 

Para llevar a cabo la mutación fue necesario realizar una curva de 

sobrevlvencla en donde se determina la concentraclon y el tiempo 

de expos1c16n del agente mutagénlco que nos lleva a tener de 1-10" 

de sobrevivientes. 
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Con esto se asegura que las cepas que sobreviven no solo 

resistieron sino que si son mutantes. El esquema de trabajo es muy 

parecido para la curva de sobrevivencia y para la mutación. 

La selección de mutantes se realiz6 tanto en medio s6Udo como en 

medio liquido. Como fundamento del método de selección se emple6 

la inhiblci6n de un amilogo del producto¡ el PPA. 

MEDIO SOLIDO 

Para conocer la concentrac16n de células que se tenian en una caja 

petri 1 se realiz6 una curva de A650 nia en función de las unidades 

formadoras de colonias que crecen en 4-7 dias a 30°C en cajas 

petri conteniendo al medio óptimo. 

Conociendo la concentración de células. entonces se trabaja 

variando las concentraciones del inhibidor ácido fenll propiólico 

(PPA). El medio utilizado fue el medio de mutación. 

Se variaron las concentraciones del lnhibidor PPA en el medio de 

mutación en el intervalo descrito en el MSH. 

Tratándose de un é.cido, se tiene que disolver el PPA en agua y ya 

disuelto ajustar el pH a 7 ya que la disolución 100 mH presenta pH 

de 2.0. 

MEDIO LIQUIDO 

Se buscó la concentración en donde la cepa silvestre no presentara 

crecimiento. de tal manera que al poner a crecer las mutantes en 

ese .medio, s6lo las cepas sobreproductoras crecen. 

Partiendo de la base de los ensayos en fase sólida, se realizaron 

fenaentaciones con aedio de mutación en donde se vari6 la 

concentración del inhlbidor desde 10 hasta 100 mM. Se creció la 

cepa en· 1as mismas condiciones de Temperatura y aereaci6n. 
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RESULTADOS 

Fermentación con medio optimo de la cepa uilveslre 

Se reprodujeron los resultados de la fermentación de Sp. 

pararoseus tomando en cuenta las condiciones de fermentación que 

establecen K.awasak1 et al (1992), en donde se pone a crecer el 

ln6culo congelado de la levadura en el medio óptimo a 30°C a 100 

rpm. 

Se encontró que la etapa de adaptación dentro de la curva de 

creclm.lento abarca alrededor de 8 horas y que el crecimiento máximo 

se alcanza a las 24 horas. La enzima PAL se encuentra asociada al 

crecimiento 1 encontrándose la actividad máxima a las 24 horas y 

siendo esta actividad de Z6 U/g (Figura 1). Asl mismo, se encuentra 

una dlsmlnucl6n en el pH de la fermentación en la primera etapa, 

esto probablemente por la formación de ácidos provenientes de los 

carbohidratos que contiene el extracto de malta y de levadura. 

Posteriormente, se presenta un aumento en el pR que se puede 

explicar por la reacción de desaminaclón de la L-fenllalanlna. 

generando amoniaco. Existe una coincidencia en el momento en el que 

aumenta el pH con el inicio de la actividad enzimática. En las 

etapas finales del crecimiento se manifiesta el color rosado de las 

células, esto causado por la sintesis de pigmentos carotenoides. 

caracterlstico de esta cepa en las etapas finales de crecimiento. 

La enzima presenta gran inestabilidad a temperatura ambiente. Por 

esto se debe conservar en congelación y durante la manlpulac16n de 

las células as1 como la permeab1lizac16n es necesario mantener 

condiciones de refrigerac16n. 
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Optimización del incSculo para la :fermentación 

Considerando que la fase de adaptación es muy larga, se trató de 

disminuirla a través de tener un pre-inóculo para crecer las 

células descongeladas durante 24 horas y usarlas como in6culo para 

los matraces de fermentación. Esto resultó exitoso ya que la fase 

de adaptación se redujo a 2 horas y en algunos casos es casi 

inexistente. Se puede obtener además, mayor cantidad de células, 

al presentarse mayor crecimiento. Esto nos lleva a pensar en el 

hecho de que la primera etapa permite readaptar y reproducir a las 

células. 

Observando el efecto del pre-in6culo con respecto a la actividad 

enzimática, también se encuentra que esta se mantiene estable 

durante 4 horas, mientras que con el método de inoculación directa 

se tiene una hora (Figura 2). 

Determinación de la temperatura óptima para la actividad de PAL 

A fin de conocer la temperatura 6ptlma de actividad enzimAtica, se 

realizó un ensayo de actividad a diferentes temperaturas. Se 

encontró que el valor de la máxima actividad se presenta a soºc. 
siendo 57. 44 U/g. Esto concuerda con la temperatura de máxima 

actividad obtenida por otros autores con otras cepas, y coincide 

con lo reportado por Kawasakl et al en 1992. Este puede ser uno de 

los parámetros que nos lleven a pensar que la enzima conserva 

muchas de sus caracteristlcas cinéticas en todas las especies en 

las que está. presente, teniendo diferencias significativas en los 

sustratos sobre los que actúa y la afinidad por éstos e tabla 4 en 

el capitulo de Generalidades). 
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Ensayo de estabilidad con respecto al t.iempo de almacenamiento en 

congelación. 

Se realizó un ensayo de estabUidad de la enzima con respecto a su 

almacenamiento en congelación, en donde se pudo observar que 

conf'orme va avanzando el tiempo, se va perdiendo la actividad 

enzimá.tica (figura 3). Esto se puede deber a dos causas 

fundamentalmente: 

1.- El ensayo se realiza con células permeabllizadas en donde se 

pueden encontrar proteasas que estén desnaturalizando a la enzima, 

provocando que pierda su actividad. 

2.- Se está llevando a cabo una desnaturalización natural con 

respecto a la temperatura, aunado al da.fío por el descongelam.iento. 

Método de selección para cepas mutantes eobreproductoras del la 

PAL. 

El método de selecc16n de la cepa sobreproductora se basa en el 

crecimiento en presencia de un inhibidor no-competitivo de la 

enzima, el PPA. Se hicieron ensayos de inhibic16n en fase sólida y 

en fase liquida. 

Fase solida 

Se probó con diferentes concentraciones de PPA sobre el medio de 

mutación en fase sólida (ver materiales y métodos). Se encontró que 

para eliminar completamente el crecimiento se necesita tener 100 mM 

de PPA, lo que corresponde a tener wia proporc16n aproximada de 2: 1 

(molar) con respecto a la L-fenllalanlna. Orndorff et al (1988) 

encontraron que para Rhodotorula gramlnls las concentraciones 

ideales de inhibición de la cepa silvestre son de 100 µH de PPA, es 

decir, 1000 veces menos concentrado que la encontrada para Sp. 

pararoseus (figura 4). 
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Pensando que para las dos cepas el PPA es un inhibidor 

no-competitivo, se puede concluir que el PPA no es tan afin a la 

_enzima de Sp. pararoseus como la PAL proveniente de Rh. gram1n1s. 

No se ahondó en el tema debido a que el objetivo que se persegula 

era tener un método de selección de mutantes sobreproductoras. 

Fase liquida 

A partir de la concentración de PPA adecuada para la fase sólida, 

se hicieron ensayos para establecer la inhibición en la f'ase 

liquida, comprobándose la eficacia de la concentración encontrada 

en la fase sólida. Esto se puede predecir debido a que la difusión 

de los componentes del medio es má.s eficaz en liquido que en 

sólido. 

El pH de la fermentación se mantuvo oscilando en un rango muy 

pequen.o, Centre 8.4-8.6) ademá.s de que no presentó crecimiento 

(f"igura 5). 

Ferilentación liquida de la cepa silvestre con medio de mutación. 

Fuente de Hi trógeno 

En el proceso de obtención de la cepa desregulada, se comenzó a 

trabajar con un medio de mutación en donde la fuente de carbono no 

fuera la L-f'enllalanlna. Se decidió que se usara glucosa, pero se 

tenia que escoger una fuente de nl trógeno. ya que en el medio de 

mutación recomendado por Hernández (tesis 1990), la L-fenllalanlna 

funciona como fuente de nitrógeno y de carbono. Se probó con dos 

sales inorgánicas, el (NHc)2HPOc y (NHc)250c, obteniéndose mejores 

resUltados con el sulfato de amonio, ya que esta sal no funciona 

como amortiguador y permite el aumento de pH que favorece la 

actividad enzlmé.tica (figura 6); 
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curva de aobrevlvencla al agente mutagdnlco. 

Se realizaron 3 ensayos para conocer la concentración y el tiempo 

necesarios para obtener de un 1-lOX de sobrevivientes, .de tal 

manera que el número de mutantes fuera adecuado para trabajar. asi 

como para que se descarten las resistentes que no mutaron. 

Se fijo una concentración para todos los ensayos, que fue de 100 

µg/ml y se muestrearon diferentes tiempos de contacto. Los 

resultados fueron similares en los tres ensayos, encontré.ndose que 

en 25 minutos se tienen un promedio de sobrevivencla entre los 

limites que se establecieron (figura 8). 

Ensa)"o de mutación. 

El ensayo de mutación asegura que las cepas aisladas a través de 

todo el proceso presentaban más actividad que la enzima PAL 

silvestre. El problema se presentó en la estabilidad a mediano y 

largo plazo, ya que al llevarse a cabo la mutación a través de un 

método qui mico, no se asegura que no hayan sucedido mutaciones 

adicionales a la de interés. La cepas mutantes quedan 11.uy daf\adas y 

por lo tanto mueren o regresan a su estado original. 

Se hizo una modificac16n al ensayo de mutación que se presentó 

originalmente por Hernández (tesis 1990) que consistió en hacer 

crecer el volumen total de mutación, es decir, las células mutadas 

y el agente mutagénico desactivado, en un matraz con medio de 

autación adicionado con PPA. 

Para seleccionar a las cepas mutantes se realizaron sieabras 

progresivas cada 24 horas em medio en los que va disminuyendo la 

concentración de PPA pasando de 100 mM a 50 mM a 10 mM 1 para 

finalmente crecerla en medio de mutación, Esto se basa en el hecho 

de que las cepas mutantes de interés deben ser capaces de crecer 

con la máxima concentración de inhibidor. Ya crecido el 

microorganismo, la concentración va disminuyendo para empezar la 

readaptación a condiciones de crecimiento óptimas. 
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Una vez comprobada la sobreproducción a través del ensayo, se 

sembró en cajas petri con medio óptimo y se aislaron colonias a 

las que se les midió la actividad enzimAtlca una vez crecidas en 

MO liquido. Se comprobó que las colonias aisladas provenian .de la 

misma cepa, al mostrar la misma actividad enzimé.tica. Se 

conservaron de la misma manera que la cepa silvestre. 

Se obtuvieron 3500 mutantes de 3 ensayos de mutación diferentes, 

sin embargo, prácticamente ninguna conservó la actividad 

enzimática al ser sometida al crecimiento en medio con PPA. Del 

tercer ensayo de mutación se aisló la cepa HRA1191 que fué la que 

finalmente se caracterizó. 

CARACTERIZACION DE LA CEPA MRA1191. 

La caracterización inicial que se llevó a cabo con esta cepa 

consistió en cuatro ensayos: 

1.- Ensayo de estabilidad a través de las resiembras. 

2. - Caracterización de la :fermentación para conocer el crecimiento 

y la actividad enzimática asi como loa cambios de pH. 

3. -Inf'luencia de la Temperatura en la actividad enzimá.tica. 

4. - Caracterización cinética. 

1.- Ensayo de estabilidad a través de las resiembras. 

Se real izaron 8 resiembras en donde se cosechaba una parte de las 

células para realizar el ensayo de actividad, y se resembraban las 

restantes en medio nuevo. De esta manera se estudió la estabilidad 

de la cepa mutante. 

Contrario a lo que se esperaba, la cepa presentó mayor actividad 

conforme se le iba resembrando, lo que lleva a pensar que sigue un 

proceso de adaptación. 
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Al ser aislada la cepa MRA1191 presentó 3 veces la actividad de la 

_silvestre. y al ser resembrada, fue aumentando su actividad hasta 

tener 7 veces la actividad de la silvestre. 

Este proceso de adaptación no se observa en la cepa silvestre y 

puede deberse al dan.o que sufrió la cepa al ser mutada. 

2. - Caracterlzac16n de le. fermentación para conocer el crecimiento, 

la actividad enzimática y loe cambios de pH. 

Manteniendo las mismas condiciones de aereaci6n, temperatura y 

medio de cultivo 6ptlmos de la cepa silvestre, se realizó una 

fermentación de 100 mL por duplicado, La cepa mutante presenta una 

fase de adaptación casi inexistente, asi como un mayor tiempo para 

alcanzar el máximo crecimiento. La enzima está asociada al 

crecimiento, presentando su máxima actividad de 32 a 38 horas 

(figura 9). Fue importante encontrar que se tiene una meseta de 

actividad máxima lo que permite cosechar las células con un poco 

más de margen de tiempo. El pH disminuye en las primeras etapas de 

la fermentación para aumentar posteriormente y aumentar casi 2 

unidades arriba del pH inicial. 

La cepa mutante produjo 81. 02 U/g en 36 horas de fermentación. En 

la figura 14 se presenta una comparación de la actividad espécif'ica 

y de la productividad de la cepa mutante HRA1191 y la cepa 

silvestre. 

3. - ·Influencia de la Temperatura en la Actividad enzimática. 

Se encontró que la actividad máxima de la cepa mutante se presenta 

a 60°C, disminuyendo la actividad significativamente a 70°C. 

Esto nos puede llevar a pensar que la conformación de la enzima se 

estabilizó y mantiene el sitio activo en su posición en el espacio 

toºc arriba de lo que la enzima de la cepa mutante puede hacer. ' 
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En la figura 10 se presenta una comparación de los perfiles de la 

actividad enzim1Hica de la silvestre y de la mutante con respecto 

.a la temperatura. 

Se puede apreciar que es el comportamiento de la mutante es 

semejante al de la silvestre. siendo la cepa mutante mucho más 

estable a mayores temperaturas. 

4. - Caracterización Enz1mAt1ca. 

Se realizó un ensayo en el que se varió la concentración de 

sustrato con un misma cantidad de células permeabilizadas en 

suspensión tanto de la silvestre como de la mutante. Se midió la 

actividad de estos ensayos, y se encontró la ecuación de velocidad 

de la PAL según el modelo de Hlchaelis-Menten para cada cepa, 

presentados en la figura 11. 

Para poder calcular el Km. y la V.ax se realizó la gráfica del 

inverso de Michaelis-Henten. Lineweaver-Burk (figura 12). De esta 

gráfica se calculan los valores cinéticos. en los que encontramos 

v.ax diferentes para cada cepa. pero mucha similitud en los valores 

de Km. Se puede pensar que lo que varia en este ensayo es la 

cantidad de enzima. ya que se trabaja con células permeabilizadas. 

La afinidad de la enzima por el sustrato, en ambos casos es 

semejante por lo que esto nos puede llevar a conclusiones 

preliminares acerca de una verdadera sobreproducción de la enzima. 

De acuerdo con los resultados encontrados por Monje (1992), se 

llevó a cabo una modificación al método de permeablllzac16n de 

células durante este experimento (ver Hat y Mét.). Esta 

modlflcación consiste en efectuar el tercer lavado de células 

permeablllzadas con amortiguador Tris-HCl 0.01 H, pH=B.S, de tal 

manera que la enzima quede conservada en el pH en el que presenta 

la mayor actividad enzimática. 
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La afinidad de la enzima por el sustrato, en ambos casos es 

semejante por lo que esto nos puede llevar a conclusiones 

preliminares acerca de una verdadera sobreproducción de la enzima. 

De acuerdo con los resultados encontrados por Monje (1992), se 

llevó a cabo una modificación al método de permeabilizac16n de 

células durante este experimento (ver Hat y Mét. ). Esta 

modificación consiste en efectuar el tercer lavado de células 

permeabillzadas con amortiguador Tris-HCl 0.01 H. pH=S.S, de tal 

manera que la enzima quede conservada en el pH en el que presenta 

la mayor actividad enzimática. 
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Tomando en cuenta que después de este lavado se congelan las 

células, la conformac1.6n de la proteina se verá favorecida hacia la 

actividad enzlm¡\tlca de PAL debido al pH del entorno. Se ha podido 

comprobar el efecto positivo de esta mod1ficac16n para la cepa 

silvestre y la mutante. 

Al igual que la cepa silvestre. la cepa mutante va perdiendo su 

actividad con respecto al tiempo que se mantenga almacenada en 

congelación. En la figura 13 se aprecia la comparacl6n de la 

actividad residual con respecto al tiempo de almacenamiento en 

congelación. Estos resultados surgieron del ensayo de estabilidad 

a través de las resiembras. 
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CEPA CEPA %INCREMENTO 
SILVESTRE MUTANTE MRA 1191 

ACTIVIDAD 
ESPECIFICA 29.43 81.02 275.29 
U/g celulas 

CONCENTRACION 
DE CELULAS Q.217 0.12 -55.29 

g/L 

PRODUCTIVIDAD 5.216 21.0989 404.5 
U/L hr 

FIGURA 14. COMPARACION DE LAS CEPAS 



CONCLUSIONES 

1. - Se desarrolló un método para aislar mutantes sobreproductoras 

de PAL que consiste en hacer crecer cepas mutantes de 

Sporldlobolus pararoseus en medio de mutación con 100 mM de PPA. 

Se trabaJ6 en fase sólida y en fase liquida, obteniéndose 

resultados satisfactorios para las dos fases. 

2. - Se aisló una mutante denominada MRAll 91 que presenta una 

actividad de 81.02 U/g células. 

3.- Se encontró que la cepa mutante MRA1191 reacciona a un proceso 

de adaptación incrementando su actividad. 

4.- La enzima de la cepa mutante MRA.1191 presenta una temperatura 

óptima de 60°C . De la caracterlzaclón cinética se encontró un Km= 

0.803µM. Se corroboró la hipótesis de haber generado una cepa 

mutante sobreproductora ya que la vau: es mayor que la de la cepa 

silvestre, pero el Km es el mismo. La mutación solo multiplicó en 

el material genético el gene de expresión de la PAL. 
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REC(l.Ell[)ACIOllES 

1.- Es recomendable optimizar las condlclones de f"ermentac16n de 

_la cepa autante MRA1191, (temperatura. pH, aereacl6n y medio de 

cultivo), a fin de mejorar aWt mi\s la ·actividad enzimática. En 

este mismo sentido, será necesario continuar con el proceso de 

adaptac16n de la cepa 11.utante hasta que se estabilice la actividad 

. enzlaá.tlca. 

2. - Se requiere llevar a cabo un estudio mucho aás profundo con 

respecto a la sobreproducc16n de la enzima, conociendo la cantidad 

de protelna que produce y comparándola con la cepa silvestre. 

3. - La lnmovlllzaclón de las células peraeablllzadas puede ser 

recomendable pensando en el proyecto general, de tal manera que se 

pueda producir un catalizador blol6glco capaz de desam.lnar la 

fenllalanlna de un hldrollzado proteico de caseinato de sodio. 

Esta se sumará. al proceso de obtenci6n del alimento bajo en 

fenllalanina. 

4. - Se plantea la poslbllldad de volver a autar para buscar la 

cepa desregulada, es declr, la cepa que pueda crecer con una 

fuente de carbono diferente y que nos exprese la actividad de PAL. 

Esto se puede hacer sobre la cepa silvestre o lncluslve sobre la 

autante HRAll 91. 
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ANEXO 

El cálculo de la actividad especlflca se hace de la slgqlente 

manera: 

Partiendo de la ecuación de Lambert-Beer: 

A=lcC 

donde A= absorbancla, l= longitud de la celda, css coeflclente de 

absortlvldad molar y C= Concentración del compuesto que se está. 

detectando. 

Si despejamos C; 

C= A/le 

Del método para obtener la actividad citado anteriormente, se 

obtiene la pendiente de la curva, es decir, 

mm Aabst.-clnaalco/ mln 

Al multiplicar la pendiente por la ecuación para obtener la 

concentrac 16n, obtenemos: 

m x C= moles t.-clna11lco/L mln. 

se cambian las unidades de concentración a µmoles t.-ctnamlco/ml, 

(µmoles t.-clnaatco/mL mln)x 1000= Ft 
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tomando en cuenta las diluciones hechas para medir la actividad 

tenemos que : 

(Fl )X (3 mL rcacclon /0.1 mL conccntr-ado de cetuta.)=Fz 

finalmente se toman en cuenta las últimas diluciones y se 

transforma los mL de células en gramos de peso seco de células: 

(F2) X (1 mL concontr-ado / 10 ml •odio)= F3 

(F3) x (lo ml •odio / g células peso seco) = Actividad esp. 
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