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INTRODUCCION

Se pilensa que existen unas 2000 clases de defectos genétlcos
humanos (Lenhinger, 1986). La fenilcetonuria constituye un ejemplo
de enfermedad genética, relativamente comin y hasta el momento sin
ninguna posibilidad de curacién. Sin embargo, cuande se descubre
en la Infancia y si se controla la dleta del nifio, éste crecerid y
serd un adulto normal. La deteccién y el tratamiento son muy
costosos, aunque, independientemente de las cuestliones
humanitarias, los costos ocaslonados al no efectuar el diagnéstico
y el tratamlento de los nifios fenllcetoniricos son mucho mayores.

En Estados Unidos los nacimlentos anuales se estiman en alrededor
de 3 miliones y se ha calculado que el programa de tratamiento y
dlagnéstico tendria un costo de 8 mlllones de dolares (Lenhinger,
1986}. Conslderando una incidencia de un caso de fenilcetonuria
por cada 10,000 nacimlentos, si no se efectiuan los ensayos de
deteccién y se suministra el tratamiento adecuado en el momento
del nacimiento, los 300 nifics fenllcetonirlicos deberan ser
mantenidos en una instituclén para enfermos mentales durante 30
affos, que es su promedio de vida, con un costo por manutencién de
80 mlllones de dolares. La deteccién oportuna y el tratamiento
representan sélo el 10% del costo de manutencién de los indlviduos
afectados, de tal forma que con una inversién de 8 millones de
dolares se pueden mantener con vida y sanos a 300 individuos
durante m4s de 30 afios.

En México no se ha estudiado aun un ntmerc suficientemente grande
de reclen nacldos como para conocer con exactltud la frecuencia de
la fenllcetonuria. Entre 1975 y 1977 graclas a una colaboracién
entre la UNAM y SSA, se realizé el programa de tamiz neonatal que
consistia en tomar gotas de sangre del talén del bebé recien
nacido en una tarjeta de papel filtro y anallzar el contenido de
aminodclidos. Se detectaron dos paclentes entre treinta y seils mil
recien nacidos estudiados. A causa del camblo de la Administracién

Pablica, se interrumpié el programa, reanudidndose en 1986.



A través del Programa Naclonal de Prevencién del Retraso Mental,
en donde se realiza un trabajo conjunto entre 1la UNAM, la
Secretaria de Salud, el ISSSTE, los gerviclos médicos del
Departamento del Distrito Federal, as! como la Secretaria de
Defensa y de Marina, se ha desarrollado un proyecto
Interinstitucional tiltulado "Obtencién de un alimento bajo en
Fenllalanina“, con materia prima naclonal, haclendo que el
producto sea mas disponible para los enfermos de fenilcetonuria.

Este proyecto se desarrolla desde 1987 en el Departamento de
Alimentos y Blotecnologia, de 1la Divisién de Estudios de
Posgrado de la Facultad de Quimica, y en el Instituto de
Blotecnologia de la UNAM, como una aportacién al Programa de
Prevencién del Retraso Mental.

El proyecto estid contemplado en varias etapas, a fin de
desarrollar un proceso para obtener un alimento bajo en
fenllalanina.

La primera etapa consistié en seleccionar una proteina base,
llevar a cabo una hidrélisis enzimatica extensa y realizar la
separacién de la fenllalanina del hidrolizado por adsoreclén fisica
con carbén activado.

La segunda etapa consistié en efectuar la formulacién del producto
terminado, una evaluaclién econémica preliminar y pruebas a nlvel
de planta plloto. Pensando en la posibilidad de eliminar la
fenilalanina por un método enzimidtico, se caracterizaron los
crecimlentos y las actividades enzimdticas 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 eliminacién de
fenllalanina,haciéndolo m&s especifico a través de un método
enzimatico utilizando la enzima fenilalanina amonio llasa. Este
trabajo plensa contribuir en esta direcci6én medlante la busqueda
selectiva de mutantes de Sporidiobolus pararoseus sobreproductoras

de fenilalanina amonio llasa.



OBJETIVOS

1.~ Desarrollar un método de selecciédn de cepas nmutantes de
Sporidiobolus pararoseus sobreproductoras de Fenllalgnina amonio
llasa.

2.- Obtener y caracterizar una mutante de Sporidlobojus Pararoseus
sobreproductora de Fenllalanina amonio llasa.



GENERALIDADES

Fenilcetonuria

La fenlilcetonuria es una enfermedad de tipo metab6llco que se
conoce desde hace 58 afiog cuando en 1934 Asborn F&8lling identiflicé
el primer caso en Noruega (Koch y Wenz, 1987). Esta enfermedad es
causada por una mutaclén estructural en el gene de la fenllalanina
hidroxllasa que estd en el cromosoma 12. Esta mutaclén ocasliona una
disminucién o anulaclén de la actividad de la enzima hepatlca que
transforma la fenilalanina en tlrosina.

Esto ocasiona un incremento en los niveles de fenllalanina y de
otros metabolitos, tanto en sangre como en orina, Estos
metabolitos son neurotéxicos y ocaslonan un retraso mental severo
81 se acumulan durante los primeros 6-8 afios de vida. Los niveles
altos de fenilalanina en sangre, desde 20 mg/10 mL, inhiben el
transporte de tirosina a través de la membrana pre-sinaptlca,
resultando en una reduccié4n de catecolaminas (Bourget y Chang,
1985). Esto trae como consecuencia que los niveles de tirosina
sean inferiores a 5 mg/10 mL, lo que provoca serios problemas en
la sintesis de los neurotransmisores: dopamina, norepinefrina y
epinefrina.

A su vez, los derivados de la fenilalanina que se encuentran en
orina se incrementan (acldo orto-hidroxifenilacético, 4cido
fenllplruvico, 4acldo fenilacético, y fenil acetil glutamina).
Debido a todas estas alteraclones se presentan los sigulentes
problemas: incldencia alta de microcefalia, defectos de
nacimiento, retardo en el crecimiento pre y post-natal, desérdenes
neuropsiqulatricos, confusién e irritabilidad. Se ha observado
también deficiencias en la eflclencla intelectual (Koch y Wenz,
1987).

La Fenilcetonuria es la forma mas severa de la
hiperfenilalaninemia, pero existen diferentes formas de
manifestacién de la enfermedad, requieriéndose diversos
tratamientos:



a) Fenilcetonuria clasica

Las personas que sufren de esta enfermedad presentan
concentraciones de fenllalanina en sangre superlores a
20 mg/10 mL, nilveles normales de tirosina y un exceso de
metabolitos de la fenilalanina en la orina. Esta sltuacién se
mantiene en tanto se consuma una dieta normal. Se presenta una
minima o nula actividad de fenilalanina hidroxilasa.

b) Fenilcetonuria variante

Las personas que presentan fenilcetonuria varlante tienen
concentraciones de fenllalanina sanguinea entre 10 y 20 mg/10 mlL
pero no tienen metabolitos de fenilalanina presentes en la orina,
a menos que tengan ingestas protelcas excesivas. Los niveles de
tirosina son normales y presentan actividad normal de fenllalanina
hidroxilasa. Se plensa que esta forma de fenllcetonuria es
provocada por un defecto en la blosintesis de los co-factores de
la fenilalanina hidroxilasa,

c) Hiperfenilalaninemia benigna

Esta enfermedad se le adjudlca a las personas que tienen niveles
de fenilalanina sanguinea entre 4 y 10 mg/10 nL, que estan
cercan;:s a los nlveles normales de fenilalanina sanguinea que son
entre 1 y 2 mg/10 ml, los niveles de tirosina en sangre son
normales y no presentan metabolitos de fenilalanina en la orins,
presentan actividad de fenilalanina hidroxilasa en niveles
normales, La hiperfenilalaninemia es detectada a través de las
pruebas que se reallzan con los recien nacidos ya que ellos no
presentan los sintomas de la fenllcetonuria clasica, llegando a
ser 1ndividuos con una Inteligencla normal y asintomiticos

clinicamente,

La fenilcetonurla se detecta a través de cuatro parimetros
bioquimicos: '



a) Medicion de la fenllalanina en sangre. En el caso de los
fenilcetoniricos es mayor o igual a 20 mg /10 ml de sangre. Por lo
general se mlde durante 2 dias consecutivos teniendo una dieta
normal. .

b) Medicidn de los niveles de tirosina en sangre. Los niveles de
tirosina son menores de Smg /10 mL de sangre en el caso de los
fenilcetonuricos.

c) Presencia de metabolitos de 1la fenlilalanina, Andlisis de
metabolitos excretados en orina.

d) Ensayo de Gutrle. Consiste en detectar fenilcetonuria por
inhibicién microblana en gotas de sangre seca para diagnosticar la
enfermedad en reclen nacidos.

Como métodos mis especiflcos se tlenen los slgulentes:

d) Mediclén de la actividad de fenilalanina hidroxilasa.

e) Reto proteico. Seguimiento de 1la fenllalanina consumida
estableciendo situaciones de alto consumo del amino&cido.

f) Fenilalanina amonlo liasa. Mediclén de fenilalanina y tirosina
en sangre a través de la reacclén catalizada por la fenllalanina
amonlo liasa.

Los métodos de andlisis del gene de fenllalanina hldroxilasa se
han empezado a llevar a cabo, aunque esto es una técnica muy
sofisticada de implantaclén como método de diagnéstico en el
mediano plazo.

Tratamiento de la fenilcetonuria

A diferencia de muchas enfermedades que afectan al sistema
nervioso central, la fenilcetonuria diagnosticada antes del afio de
vida, puede recuperar el retraso mental producido por 1la
acumulacién de 4cldo fenilpirivico y 1la disminucién de la
tirosina. Esto se descubrié en 1963 cuande Gruter percibié una
mejoria en el comportamiento y desarrollc motor de nifios
fenilcetoniricos que comenzaban con una dieta restringida de

fenilalanina. Los camblos siempre se dirigian hacla 1la
normalizacién.



La dieta baja en fenllalanina es hasta ahora, el método mas
efectivo para controlar la fenilcetonuria, aunque en perlodos de
'Ln[ecclbn. flebre o embarazo, los niveles de fenllalanina en sangre
se incrementan conslderablemente y requieren de un tratamiento
especial para eliminar este aminoadcldo. Algunos de estos métodos se
basan en la utllizacién de la enzima fenilalanina hidroxilasa,
comc se menciond, deficlente en los fenilcetoniricos. Sin embargo
existe el problema de que se requiere de una gran cantidad de
tejido de mamiferos para poder extraerla significativamente, ademas
de que tiene una vida media muy corta {Ambrus et al, 1978).

Otro de los métodos enzlmiticos utillzados se basa en el uso de la
enzima fenilalanina amonio liasa (PAL), ampliamente distribuida en
plantas superiores, levaduras y algunas bacterias. Los productos
de la accién de la PAL sobre fenllalanina, 4cldo t-clnamico y
amoniaco, no son téxlcos y son facilmente eliminables a través de

orina. Esta enzima se puede usar de diferentes maneras:

1) En un reactor enzimiatlco con enzima inmovilizada en donde se
hace pasar la sangre del paciente para que reaccione la
fenilalanina con la enzima. A través de este método se crea una
dependencia del paciente con la clinica, ya que tendria que asistir
periddicamente para la eliminacién del aminoicido, ademis de que
requlere de una total esterilidad en todo el equipo. Asi mismo, se
pedria provocar reacciones inmunolégicas con la enzima (Ambrus et
al, 1978).

2) Otra alternativa de tratamiento ha sido inmovilizar la enzima y
encapsularla para que sea Ingerlda por el paclente. Esto trae
otros problemas como son la desnaturalizaclén de la enzima en el
estémago por el pH tan bajo, o bilen la hidrélisis por efecto de
las proteasas intestinales. Ademis, la enzima plerde el 70% de su
actividad estando encapsulada y a pH fislolégico (Inoue et al,
1986). Se trabaja arduamente en encontrar un exclplente adecuado
para que la enzima llegue intacta a donde se encuentra el
aminodcido y que se pueda conservar la mayor actividad posible
(Gilbert y Jack, 1981}



Ante estos problemas, la mejor y mas eflciente via de tratamiento
parece ser a través de un control estricto de la ingesta de
fenilalanina (Aral et al, 1986). Para obtener el alimento bajo en
fenllalanina se tienen las siguientes alternativas:

1.-Hidrélisls Acida de una proteina, en donde la fenilalanina se
elimina por adsorcién con carbén activado.

2.-Hidrélisis enzimdtica de una protelna con ellminacién de la
fenilalanina por cromatografia con cicledextrinas y con carbén
activado.

3.-Hidrélisls &clda o enzimatica de una proteina y elimlnacién
enzimdtica de la fenilalanina con fenilalanina amonlo liasa

4,-Mezcla de amlnoicldos en donde la formulacién permite controlar
la concentracién de fenilalanina.

Entre los allmentos bajos en fenilalanina que exlsten actualmente
en el mercado de los Estados Unidos y Europa se encuentran los
siguientes:

1.~LOFENALAC. Es un producto comercial de Mead Johnson al que se le
ha eliminado el 954 de 1la fenllalanina, Es un allmento
nutricionalmente completo, que cubre los requerimientos dlarios de
proteinas, carbohidratos, grasas, vitaminas y minerales. La
hldr6lisis de la proteina se 1lleva a cabo utllizando A4cldo
clorhidrico y esto intenslfica el sabor desagradable y penetrante
del hidrolizado, limitando su aceptacién por los bebés.

2.-PHENYL-FREE. Es un producto de Mead Johnson formulado con una
mezcla de L- aminoAcldos y por lo tante libre de fenilalanina.
Contiene menos valor calérico que LOFENALAC pero permite
combinarlo con otros alimentos por su ausencia de fenllalanina.
Presenta resultados satisfactorios de los pacientes que 1lo
consumen, aunque puede presentar problemas de osmolaridad a nivel
de intestino delgado.



3.-MILUPA PKU1 Y PRUZ. Se trata de mezclas sintéticas de

L-aminoécidos que se producen por MILUPA AG en Alemania. Estén

adiclonados con vitaminas, minerales,. elementos traza y

cantldadesninimas de sacarosa. Se puede combinsr su consumo con el
de otros alimentos, mantenlendo el control culdadoso de ingesta de
fenilalanina. Su composicién de aminoicldos semela al de la leche

materna ¥ su sabor es mAs aceptado que el de los hidrolizados
proteicos,

Como se mencloné en la Introduccién, este proyecto pretende
mejorar un proceso de elaboracién de un alimento bajo en

fentlalanina en donde la eliminacién de Fenilalanina a través de

carbén activado, se pretende sustitulr con una eliminaclén

espécifica  con  fenilalanina samonlo 1lasa proveniente de’
Sporidiobolus pararoseus. El proceso serd mucho mis eficliente si
se tlene un catalizador con gran actividad enzimétlca, misma que

Be busca a través de una mutacién en donde se selecclonan cepas
sobreproductoras.

Fenilalanina smonio liasa

La enzima fenllalanina amonlo llasa (PAL), (E.C. 4.3.1.5.) esta
amplismente distribuida en plantas verdes

incluyendo las
ecriptégamas. Tamhién se encuentrs en

los Basidiocmycetes y
Streptomyces y no ha sido observada en bacterias verdaderas como

Escherichia coll y Streptococcus, ni en células de mamiferos, Fué
descublierta por Koukol y Conn en 1961 y es quizd la enzima mis
estudiada en el metabolismo secundario de plantas, Una razén por
la que esta enzima ha sido objeto de multiples estudios ea que en
un tejido determinado, los niveles de enzima pueden fluctuar
significativamente en intervalos cortos de tlempo en respuesta a
una grawn variedad de estimules (Camm y Towers, 1973).



La PAL cataliza la reaccién de desaminacién de la fenilalanina para
dar como productos #écido t-cinémlco y amoniacoe (de acuerde a la
reaccién 1). No requiere de cofactores y la reaccién catalizada es
reversible. Esta es probablemente una de las razones por las que ha
cobrade tanta importancia su estudio y su utilizacién ya que se ha
aplicado para la sintesis industrial de fenilalanlna. El aminoicido
se utliliza, entre otras cosas,

para sintetizar el dipéptido de

asp-phe conocido comercialmente como Aspartame, edulcorante no

calérico. Esta enzima también es utilizada para el tratamiento de
ciertos tumores neoplasticos en ratones, para el analisis de
fenilalanina en suero y para el tratamtento

in vivo de 1la
fenilcetonuria.

mo~  PAL H oo~ .
—_— L N
+
NH
3
REACCION 1

Los pesos moleculares reportados para la Fenilalanina amonlo liasa
{PAL) son de 226,000 (en Streptomyces vertlcillatus) a 330,000 pars
la enzima ce papa. Estid formada, por 4 subunidades, dos de las
cuales estan Ilnvolucradas en 1la catélisis y aparentemente
idénticas. Se han encontrado dos formas de la enzima de papa:
de ellas tiene el doble

interconvertibles.

son
una
de peso de la otra, pero no son



Se ha encontrado que la PAL provenlente de una gran cantidad de
tejldos presenta dos dlferentes propledades cataliticas, que en
Aalgunus casos difleren de su sensiblilidad para los compuestos
fenbélicos. Una es catalitica sobre tirosina, lo que nc se ha
demostrado en muchas preparacliones de PAL.

El sitlo activo de la enzima tlene un residuo de dehidroalanina en
algunas plantas, en Basidiomycetes y en Streptomyces. Con
respecto a los inhibidores, la PAL de todas -las fuentes, es
inhiblda por el &cido t-clnidmlco (Camm y Towers, 1973). Esta
enzima es una de las pocas transformadoras de amindacldos que no
requlere de piridoxal 5 fosfato como cofactor.

Fenilalanina amonio liasa en plantas

La PAL de origen vegetal cataliza 1la primera reaccién de
blosintesls de faseolina a fenilalanina como respuesta de la
infeccién de hongos o bacterias patégenas (Dixon y Lamb, 1979).
Tamblén se plensa que es una enzlma regulatoria de la blosintesis
de isoflavonoides y otros fenilpropanoldes, incluyendo lignina y
otros flavonoldes, asi como &cido cafeico y 4cldo quinico. Neish
et al, han demostrado que tanto la fenilalanina como el acido
t-cinidmico son buenos precursores de lignina o de fenilpropanoides
¥y que pueden ser incorporados a la lignina de monocotiledones y de
dicotlledones. Dado que el &cido t~clndmico es el primer compuesto
que esta involucrado en la blogénesis de flavonoides, se puede
esperar que la PAL tenga propliedades reguladoras.

El efecto de la luz en los niveles de la PAL ha reclbido gran
atenclén debido al descubrimiento de Zucker, en el que la actividad

de PAL se incr ta en rebanad de papa incubadas a la luz. El
efecto estimulador de la luz en tejido dafiado por un corte se ha
visto en la mayoria de las plantas verdes, aunque algunas rafces,

por razohes obvias son insensibles a la luz.
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Existe clerto interés en conocer los cambios graduales que
permiten la sintesis de flavonoides en plantas que crecen en
condiciones normales durante 1la coloracién otofial. Se ha
comprobade que esto tiene que ver con la estimulacién de 1la
actividad de la fenilalanina amonio liasa (Creasy, 1978). '

Se ha encontrado que la enzima fenilalanlna amonio liasa es mas
estable y tiene una mayor especlf-lcidad por sus sustratos que la
tiresina amonlo liasa que se ha encontrado en la mayoria de las

plantas superlores en las que se ha estudiado la PAL (O’Neal y
Keller, 1970).

En la tabla 1 se presentan las caracteristlcas principales de la
PAL provenlente de diversas fuentes vegetales.

12



TABLA 1

CARACTERISTICAS DE FENILALANINA AMONIO LIASA PROVENIENTES DE VARIAS PLANTAS SUPERIORES

Foete Peso pH Temperatura.  Actividsd ~ Km (L-fen) Inhibidares Especificidad Referencia
discos e Ias hajas de p— 38 25°C 0046 Ujg — ido tcindmicoy  activaparal-  Creasy, 1978
fresa DCMU fenilalanina,
4cido t-cinimico
¥y preumirico
Ipomaea batatas - 8595 30°C —_ 101 4cido t-cinimico, —_ Young & Neish,
(camote) lirosina, p- 1966
{fluorofenilalanina, -
acido comérico y
&cido cafeico
Hordeum vulgare _— 8892 40°C 5.13 Ulmg 1700 4cido tcindmico, activaparal-  Koukol & Conn,
(cchada) de prot. algunos metales, fenilalanina 1961
Acidos aromiticosy
Lcistei
Nicotiana tabacum -— 836 37°C — 220 4cido t-cindmico, _— ONeal &
(tabaco) dcido cafeico, &cido Keller, 1970
o~<umérico, 0
tirosina, NaCN y
NaB!
Triticum Aestivum —_ 88 50-54°C 1.06 Uig b LyDirosina, DL-  activaparal-  Young & Neish,
{trigo) ttirosina, DL~ fenilalanina y 1966
hidroxifenilalanina DL~
yDL- flnorofenilalanina
fluorofenifalanina
‘Tubéreulo de papa 330,000 87 30°C 0.79U/mg * agentes que acivaconLyD-  Haviry Hanson,
de prot i con jlalani 1968
. grupos carbonilo
Zea mays (maiz) 306,000 — 30°C —-— 270 p-fenilalanina sctivaconl-  Haviretal 1971
irosina

¥ No siguc cindtica de Michaclis- Menten



Haclendo un andliais general de la informacién presentada en la
Tabla 1, podemos conclulr que las condlclones de reaccién {( pH y
temperatura 6ptlmos) son muy parecidos: pH=8.5 y T=30°C para
todas las fuentes. La actividad especifica en el tejido es una de
las caracteristicas que més varian, el maximo valor lo presenta la
cebada, ademis de presentar diferentes especificidades.

Se ha encontrade que la hidroxilaclén de fenilalanina en para- o
meta-, produce sustratos con poca afinidad por la enzima, mientras
que la orto-tirosina y el &c.orto-cumédrico, son inhiblideres muy
potentes. En el caso de la enzima de tubéreculo de papa y de
tabaco, €stas son fuertemente inhibidas por NaCN y NaBH4, que san
compuyestos generadores de carbonilos, por lo que se puede asegurar
que el mecanlsmo de acclién de la enzima requiere de la
particlpacxén de al menos un grupo carbonilo (0'Neal y Keller,
1970}.

Fenilalanina amonio llasa en levaduras Basidlomycetes.

La PAL ha sldo estudlada en levaduras Basidiomycetes por la gran
importancia que ha adquirido a partir de que su uso en la sintesis
de fenllalanina para el Aspartame., Las enzimas de origen microblano
desplazan a la enzimas de orligen vegetal ya que se pueden produclr
a gran escala y en un espaclo relativamente reducido.
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TaBLA 2

COMPARACION DE LAS ACTIVIDADES DE FENILALANINA AMONiO Liasa
TENIENDO L-FENILALANINA COMO SUSTRATO.
Microorganismo Actividad especifica de PAL
{u/g?
Rhodotorula rubra ’ 52.83
Rhodotorula glutinis 47.16
Rhodotorula mfruta 41.81
Rhodospor idium thoruloides 32.36
Rhodotorula infirmo-miniatum 29.43
Rhodotorula malvinellum i 18.00
Rhodotorula graminis 6.76
Sporidiobolus roseus 18.98
Sporidicbolus pararoseus 31.40
Fuonte: Evans et al,1987

Durante 1la fermentacién para obtener la PAL de Rhodotoruia
glutinis, 1a enzima es Induclda con una cantlidad pequefia de
fenilalanina, Se sabe tamblén que para todas estas levaduras, 1la
actividad de PAL tlene su pH y Temperatura 6ptimas diferentes a
las del crecimiento. Es concebible que una restricclén en el
crecimiento cause estres metabblico suficlente para dirigir a las
células a un metabollsmo secundarlo, por lo que se prefiere
establecer pH y temperaturas Sptimas de crecimiento que en general
son de pH=5.5-6.0 y T=30°C.

La enzima PAL es induclda por L-fenilalanina, por lo que en el
momento en el que el amlno&cido- funclona como uUnica fuente de
carbono y de nltrdgeno, la actividad de la enzima se expresa
inmediatamente. lLa actividad se reprime cuando la fuente de
carbono se cambla o en algunos casos, se diversifica.
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Este es el caso del crecimiento en glucosa o cuando ésta se aflade
al medio con L-fenllalanlna. Se ha encontrado que la presencia de
amoniaco en el medio ayuda a aumentar la sintesis de PAL.

La PAL de Rhodotorula glutinis ha sldo ampllamente estudiada y se

toma como referencla para el estudio en otras levaduras.

La maxima actlvidad de PAL en Rh. glutinis se encuentra entre la
mitad y el flnal de la fase logaritmica. La enzima es degradada

por proteélisis cuando las células entran en fase estaclonaria.

La induccidn de la enzima PAL por L-fenilalanina, ocurre de la
mitad al final de la fase logaritmica de crecimlento y es
independiente del tlempo en el que se afiade la L-fenilalanina, por
lo que la fase de crecimlento de la levadura es critico para la
producclién y aislamiento de enzima activa (Wick y Willis, 1984).

Fritz et al en 1976 estudiaron también el medio para la induccién
de la enzima y encontraron que con 1.0% de extracto de malta, 0.1%
de extracto de levadura y 0.1% de fenlilalanlna, la actividad se
expresa a las 14 horas de crecimiento, al final de la fase
logaritmica, con una actividad especifica de 2 U/g peso himedo de
levadura.

A continuacién presentamos las tablas 3 y 4 en donde se presentan
las caracteristlcas cinéticas de la enzima en Rh. glutinis asi

como en otras fuentes microblanas.

Cuando el crecimiento de Rh. glutinis se reallza en un medlo cuya
tnica fuente de carbono y de nitrégeno es la fenilalanina, se
encuentran dos funclones fisiolégicas de la enzima fenilalanina
amonlo llasa: la liberaci6én de lon amonio como Gnlca fuente de
nitrégeno y el primer paso en la ruta de utilizacién de la cadena
carbonada. '

Se pensd que existian dos tipos de enzima, una inducible (pensando
en una organizacién de un operén) durante la limitacién de carbono
y otra inducible por la limitacién de nitrégeno. ’
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TABLA 3

PROPIEDADES DE FENILALANINA AMONIO LIASA DE RHODOTORULA GLUTINIS]

Especificidad por el sustrato: Km V max
L-fenilalanina 2.5 x 107 M 1.4 mol/min/g
L-tirosina 1.5 x 107 M 0.7 mol/min/g
Inhibidores competitivos: Ki
D-fenilalanina 3.3x 1077

4cido t-cinamlco 2.6 x107° M

Acldo p-cumérico 1.8 x 10°° M

Peso molecular: 330,000 daltones
subunidades a

a.a. en el sitio activo dehldroalanina

punto isoceléctrico: 5.4

pH éptimo: B8.75

estabilidad térmica: no pierde actlividad a 50°C en 10 min.

fuente; Havir y Hanson 1973, Hodgins 1971, Ogata ot al 1967,
Fritz ot al 1976.



TABLA 4
CARACTERISTICAS DE FENILALANINA AMONIO LIASA PROVENIENTE DE DIVERSAS FUENTES MICROBIANAS

Microorganismo Paso molecular PH éptimo . ‘!I;.mpoumv- eAc;:rﬁvldad Km (L-fsn) Inhibidores Espocificidad
Sptms ospecifica oM
Neurospors crasss —_ o 30°C 2.08 Ufg prot 500 - Activa can L-fon
Rhizoctonia solani 330,000 8.7-8.9 30°C 680 U/g prot . Agentes qus Activa con L-fan,
{hongo petégeno) rasccionan con L-tiry anélogos
carbonilox, O-fen,
8c. transcindmica,
pcumérico y
caféico
Rhadotoruls glutinis 275,000 9.0 30°C 37 Ujg cal 250 Ac. t-cindmico, D- | Activa con L-fen,
330,000 28 Ulg cel 210 fon y anslogos, Letir y DL-3-
2Uigcel agentos que hidroxifen
rncclov;:\ con
.
Sarbontos *
Rhodotoruls texensis - ] 30°C - 1,500 Agentes qus Activa con L-fan
reaccionan con -t
grupos SHy
gigunos metsies
Rhodotorula graminis o - 30°C 28 Ulg col - Ac. fenilpropiélico | D,Ly Dl-fen
Y t-cindmico
Sporidiobolus — 8.5 50°C 34U cel 780 Ac. fanllpropidlico, [ Activa con L-fan
Ppararostus tcindmico v y Ltir
snélogos
Sporoholomyces rosaus - 87 30°Cc 18.9 Ulg cel 400 Ac. t-cindmico y Activa con L-fan
p-cumdrico y L-ti
Sporobolomyces 300,000 - 30°¢C - 300 Agantes que Activa con L-fen
Ppararosaus stacan grupos ¥ Lotir
no, SHY
carbonilo
Sz:igromym 228,000 8.59.5 25°C 0.2 Ulg micelio 180 Motalas mndon, Activa para o-,m-
verticillatus . t-cinémico, y p-fluorg,p-cloro
agontes que ¥ p-metil fan
seaccionen con SH
y carbonilos
Ustilago hordel 8.8 30¢C foed 450 Ac. t-cindmico Activa
L:ﬁ%:ﬁ:ww = e
¢ No sigua cindtioa de Michaelis-Mentan




Esta hlpdtesls estaba respaldada por el hecho de que existen
diferentes lsoenzimas reguladoras de PAL en sistemas vegetales. En
esta levadura, no se han encontrado diferencias en las
caracteristicas flsloléglcas de las enzimas, dependiendo de que
manera en que se induce {Marusich et al, 1981).

Pensando en la posibilidad de tener un precursor inactive de la
enzima, y que sea éste el que se induzca por la L- fenllalanina,
Gilbert y Tully en 1982 encontraron que Rhodosporidium thoruloldes
presenta la sintesls de PAL de novo, debldo a la inducclén por
L-fenilalanina y no encontraron evidenclas del precursor inactivo
sintetlzado constitutivamente.

Asi mismo, encontraron que la represién de la actividad de PAL por
glucosa estad ligada a la represién en la sintesis de la enzima y
no por inactivaclién catabélica o exclusién del inductor.

En la reaccién 2 se presenta el mecanismo de induccién y represién
general para la PAL de levaduras.

Kawasakl et al {1992) caracterlzaron el crecimlento y la produccién
de la PAL de Sporidiobolus pararoseus y Rhodosporidium thoruloides.
Encontraren que la mixima actividad de ambas cepas se presenta en
la dltima etapa de la fase logaritmica de crecimlento, tenliendo
mayor ~ actividad especifica Sporidiocbolus pararoseus, ademis
definieron un medic éptimo de induccién enzimitica.

Hutacidn

El fentmeno de la mutaclén consiste en un cambio en el material
genético; es de gran utilidad para caﬁbl'ar las condiciones
bioclégicas de los seres vivos. Se ha estudiado ampliamente las
mutaclones en bacterias y se comienza a tener datos acerca de la
mutacién en Eucarilotes.
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En el marco del presente trabajo, la obtencién de una mutante
sobreproductora es una herramienta para la optimizacién del
proceso de producclén de la enzima, a partir de haber establecido
los paréimetros de crecimiento !deales para la cepa silvestre
(Hernandez, 1990).

Para aplicar una mutaclén se requlere de la coordinacién de ciertos
pasos experimentales que son los slguientes:

1.~ Determinacién del tipo de mutante deseada para la
investigacién que se reallza.

2.- Elecclién del mutdgeno mas aproplado para inducir la mutacién
deseada.

3.~ Establecimiento de las condiclones adecuadas para la expresién
de la nueva mutaclén.

4.~ Blriéueclnlenta de la mutante deseada para asegurar la
brobabuidad de su reestablecimiento.

5.- Deteccién de 1la nueva mutante por procedimlentos directo o
indirectos aproplados.

6.~ Caracterizacién de la mutante,

7.~ Mapeo del sitio de la nueva mutaclién, de tal manera que se
localice la posicién en el genoma,

En la tabla 5 se presentan los diferentes tipos de mutdgenos y su
accién sobre el material genético.

MUTAGENOS

Los mutédgenos se dividen en dos tipos:
MUTAGENESIS FISICA: a través de radiacién ultravioleta, gamma y X.

MUTAGENESIS QUIMICA:a través de etilen metano sulfonato (EMS),
N-metil, N°-nitro, N-nltrosoguanidina (NIG),gas mostaza,etc.

Existe otra divislén de los agentes mutagénicos quimicos, que se
basa en su manera dg actuar, Esta los divide en tres grupos:
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TABLA §
PROPIEDADES DE LOS AGENTES MUTAGENICOS MAS COMUNES

Tipo de mutégeno

Mascanismo da mgmﬁ-

Tipo da mutacidn

Efectivided relative

Ventsjes y dosvontsjas

dsmidos

RADIACIONES
Reyos X, neutrones témicos Rompimisnto dsl cromosoma Inversionos Alta a Tﬁﬂ?o neceseric no es
Ace: I3
Ultraviciata de pirimi GC-AT, Media Mutacién do alto espactre
transvarsién
AGENTES QUIMICOS
Basos anblogas Errores en la replicacidn det DNA Transiciones AT-GC Bzjs ante inaficlents
Hidroxilamina Deaminacién de citosina Teansiclones GC-AT Baja Induce preforentements on
una diraccién
Ac. nitroso Dsaminacién da citosina y Transicionss biditeccionates Modia -
sdenina
N-motii-N"nitro-N-nit de bases en [a otapa Transiciones GC-AT Muy alta Muy mutagénico e bajos
(NTG) do replicacién niveles da musrte. Induce
multiples mutnciones an
rogiones locsfizadas
Eti-mota-sulfonsto (EMS} Alquilacién do guaridinag Bidireccional Media Similar a NTG pero sin
ones mul e
Gas mostaza Interaccién de bases duranta Is insercién de bases Alta Compuastos dificiles do
soplicacidn obtener
Polvo de acridina Intaraccién do bases durants la Pérdids de elementos Bajs Efectivo para células de
replic extrecromosomalss plésmidos
Novobiocing Bloquea la rep del DNA de células con Alts

Efsctivo para células ds
plésmidoy

Fuentea: Carlton y Brown




+ Mutagenos que afectan la replicacion del JNA, En este grupo
estén incluldes El &cido nltroso, que desamina la adenlna
produciéndose hipoxantina y se obtiene uracile como producto de la

desaminacién de citosina; debido a esto se producen transiciones
AT-~GC y/a GC--AT.

También se encuentra en este grupo la hidroxilamina que reacciona
con pirimidinas, pero sole la reaccldédn con la cltosina es
mutagénica ya que el grupo amino es reemplazado por un grupo
hidroxilamino. A través de su acclén mutagénlea se provoca una
tautomerizacién en donde se dan translciones GC-~AT.

Otro grupo de compuestos es el de los AGENTES ALQUILANTES,
considerindose el sistema mutagénico mAs potente para aplicacién
practica. En este grupo estian Incluldos el etilmetanosulfonato
(EMS), metilnetanosulfonato (MMS), dletilsulfato (DES},
diepoxibutano (DEB), HN-metil-N’-~nitro~N-nitrosoguanidina (NTG),
N-metil-N-nitroso-urea y el gas mostaza. La mutaci6n con agentes
alquilantes ocurre de varlias maneras. Estos compuestos causan la
formacién de todo un espectro de bases alqulladas en el DNA, con
fosfotriesteres y sitios con  purina 1libre. Aunque la
7-alqullguanina es el producto de alqullacién miés comin en la
mayoria de los casos, éste no causa mutaciones.

La 0‘-a1quilguanlna y la O‘—alqulltmina son las leslones
premutacionales mis importantes, esto ocaslona ervores de pareado,
princlipalmente transiciones AT~-GC {(mutaclén directa).

Un segunde proceso que también termina en mutacién es 1la
induccién de la reparaclén SOS (error prone}. Cuando 1la
alqullacxbn del DNA se reallza en un nivel bajo, el sistema
constitutivo de reparacién libre entra en acclén, ocaslonindose
mutaclones aleatorias dentro de este mecanismo. AGn cuande 1la
alquilacién se llevé a cabo en grandes niveles las enzimas
involucradas en la reparacién SOS son inducidas. Para Escherichia
coli, existe competencla entre la reparaclén adaptativa de errores
libres y la reparacién del Sistema S0S. La frecuencia de mutaclén
es dependlente de que sistema de reparacién esté funclonando.
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N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina

El uso de N-metil-N’ -nitro~N-nitrosoguanidina {NTG) en un programa
de mutacién ocasiona dificultades por su efecto carcinogénico,
pero es una de los agentes mutagénicos mas efectlivos. )

Una gran proporcién de mutantes es encontrada teniendo un bajo
indice de muertes., El1 90 % de las mutaclones propiciadas por NTG
son transiclones GC--AT, teniendo pocas omlsiones en el DNA y
mutaciones de barrera, que son propiciadas por la omisién de pares
GC.

El mecanismo molecular de 1la reaccién de la NIG no estad

completamente estudiado. Este p to se ] in vivo. En

soluciones acidificadas se produce 4cido nitroso, que aunque es un
agente mutagénico, no muy efectivo en el pH en el que actia la NTG
(pH 6-9). En pH alcalino se forma Diazometano que es un agente
metilador muy fuerte,

Ademds de que la alquilacién provoca que no exista replicacién del
DNA, el punto principal de accién de la NTG es en una de las zonas
de replicaclén del DNA. Esto sucede a través del camblo que existe
en la DNA polimerasa III, durante la replicacién del DNA. En este
proceso, existe una duplicacién incorrecta de un pequefio segmento
del DNA hasta que la polimerasa defectuosa sea reemplazada por
una molécula intacta. Esto explica el hecho de que las mutaclones

con NTG ocurren frecuentemente en agregados de genes.

+ Anilogos de las bases que se incorporan en DNA replicado

Por su similitud estructural, los andlogos de las bases como el
S-bromouracilo (BU) o el 2-aminopurina (AP) son incorporados en el
DNA replicado en lugar de las bases correspondlente Timina y
Adenina. Los andlogos tautomerizan méis frecuentemente que las
bases naturales: BU en ceto forma pares con adenina, mientras BU
en enol forma pares con guanlna. Si se lncorpora BU en ceto la
transiclén es AT--GC, y sli la incorporacién de BU es en enol, la
transicién es GC--AT.
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Las bases anilogas tienen menos importancia en la aplicacién
practica debido a que existen cepas importantes industrialmente de
las que se conoce poco acerca de su genética y podria ser muy
costoso establecer las condiclones 6ptimas de mutagénesis. Como
ejemplo podemos citar que para la incorporacién de BU en el DNA se
necesita hacer con un organisme que crezca con deflclencla de

timina.
+Mutigenos de barrera

Estos mutigenos se introducen en el DNA durante la replicacién o
reparacién y a través de esta Intercalacién causan Insercién u
omisién de uno 6 varios nuclestidos. Esto d& como resultado la
formacién de una proteina falsa. Los mutdgenos de barrera mas
comunes son la acridina naranja, la proflavina y la acriflavina, El
tamafio de la acridina es exactamente equivalente al tamafio de un
mononucleétido. Su desventaja es que no tienen mucho efecto

mutagénico sobre bacterlas.

OTROS METODOS DE MUTACION
genes mutadores

Se puede incrementar la frecuencia de mutacién en un factor de 100
a través de Introducir un gen mutador. Esto provoca equivocaciones
de la DNA polimerasa que provoca transiclones o transversiones,
dependlendo del gen mutador. Se ha probado en Escherichia coll con
algunos problemas de manejo de las cepas mutantes, debido al gran
intervalo de mutacién que se genera.

Elementos de insercidn de las, tr p y bacteriofagos
Mu.
Los elementos de insercién de las son ias de DNA que

cuentan con una longitud varlable (entre 800 y 1400 pares de bases)
que pueden ser lncorporadas en diferentes puntos del genoma y esto
mismo sucede con los transpesones y el bacteriéfago temperado Mu.
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Estos elementos se han utilizado en Escherichia coll y Salmonella
typhimrium.

Estos elementos destruyen la funcién del gene en el sitlo de su
integracién. La incorporacién del insertador de secuencias 1 (IS1)
tiene un efecto polar en los genes distales con respecio al
promotor. Los genes no son lo suficlentemente transcritos,

probablemente debido al bloqueo de la sintesls del RNA mensajero.

El Insertador de secuenclas 2 (IS2) se conecta al promotor, el
cual, cuando se incorpora en la orientacién aproplada, resulta de
una expreslén constitutiva de genes locallzada en la expresién del
gene estructural. Méis aun, los elementos insertadores de
secuencias causan aberraclones cromosomales, en particular 1351

causa omlslones, mlentras que IS2 causa duplicaclones.

No se tlenen evidenclas de que este procedimlento pueda llevarse a
cabo para cepas lndustriales, aunque se ha trabaj)ado con otros
procariotes ademids de los mencionados anterlormente y se tienen

estructuras similares en eucariotes.

Mutagenesis "in vitro”.

Se ha hecho posible la insercién de mutaclones directamente a genes
especificos, a través del conocimiento de nuevos métodos en
Blologia Molecular, como el uso de endonucleasas de restriccién o
la incorporacién de andlogos de las bases nitrogenadas en vértlces
en sitios especificos del DNA. Para la aplicaclén de estos métodos
para mejorar cepas industriales, es necesarioc tener un conocimiento
amplio de los genes involucrados en la via metabblica y de sus
sitlos de restriccién.
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MATERIALES Y METODOS
MATERIALES
Hicroorganismo utilizado

Por su actlvidad, se trabajé con la cepa Sporidiobolus pararoseus
NRRL-Y5482 que fue obtenlda de USDA en forma liofilizada,

Esta cepa presenta una alta actlividad de acuerdo con Kawasaki et
al en 1992. Estos autores estudlaron dos levaduras que tienen
actividad de PAL que no han sido estudladas ampliamente, la cual

se conservé a través de dos métodos:

a) En refrigeracién a 4°C en tubos inclinados con medio
optimizado para la induccién de la PAL sb6lido (MO) (La composicién
se describe posteriormente). Previamente se hizo crecer a 30°C
durante 7 dias. Se programaron resiembras cada 2 meses.

b) En congelacién a -20°C en frascos viales con glicerol estéril
al 154 y cultivo de 24 horas en MO liquido; volimenes iguales de
la soluclién de glicerol y del cultivo eran mezclados y

congelados.

Medios de cultive

a) Medio optimizado para la induccién de la PAL (MO). Este medio
contlene 0.8% de L-fenlilalanina, 0.35% de extracto de levadura y
1.4% de extracto de malta disueltos en agua destilada y sin ajuste
de ;;H.

b) Medio de mutacién para la induccién de la PAL (MM). Este medlo
contiene 0.8% de L-fenllalanina, 0.7% de (NHe4)2SO4 y 1.0% de stock
de sales. El stock de sales consiste en: 0.1% de NaCl, 0.1% de
MnSO4.Hz0 y 0.1% de FeS04.7H20 dlsueltos en agua destlilada y sin
ajuste de pH.
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c) Medio de meleccién de mutantes (MSM). Este medlo tiene la misma
compasicién que el medio de mutacién al cual se le adiclond &cido
fenilpropliélico (PPA) en diferentes concentraciones
(0.00073%-1.46%)

En todos los casos, si se requiere medlo sélido, se agrega 2.0% de
agar bacterlolégico.

Fermentacicnes en matraz

Se prepararon pre-intculos de 24 horas de crecimiento a partir de
las células mantenidas en congelacién en matraces erlenmeyer de
125 mL con 50 mL de MO. Con este caldo se inocularon matraces
erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de MO. Se consideré que el volumen
de inSculo fuera slempre el 10% del volumen de fermentacién.

Las condlciones de fermentaclén fueron las slgulentes:

Temperatura : 30°C
Aereacién producida por 100 rpm

Meropos
Permeabilizacion de celulas

Las células fueron permeabllizadas como lo describen Gllbert y
Tully (1985) con las sigulentes modificaciones:

1.- Se toman 10 ml de medio de cultlvo y se centrifuga a 4°C
durante 10 minutos a 10,000 rpm.

2.- Se d ha en sobrenadante.

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

mantiene a 4°C durante 10 minutos, con agitacién ocasional.
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4.- Se centrifuga a 4°C durante 10 minutos a 10,000 rpm.

5.~ Se desecha el sobrenadante.

6.—- Se resuspende el paquete celular en 10 ml de disolucién
amortiguadora de fosfatos 0.05 M,.pH=7.4, con 0.85% de NaCl a fin
de lavar las células.Se centrifuga a 4°C durante 10 minutos a

10,000 rpm.

7.- Se ellmina el sobrenadante y se replite la operaclén de lavado
al menos dos veces mis.

8.- El dltimo lavado se d& con buffer Trils-HCl 0.1N pH=8.S,

9.- Se elimina el scbrenadante y se almacena en congelacién hasta
la medicién de actividad.

Medicion de la actividad de PAL
Se determina la actividad de la enzima PAL sigulendo el incremento
de absorbancia a 290 nm en un espectrofotometro durante 15 minutos

como lo describen Abell y Shen (1987):

1.~ Se coloca 0.1 ml de células permeabllizadas resuspendidas en
disolucién amortiguadora Tris-HCl 0.1 M, pH= 8.5.

2.- Se agrega 2.8 ml de disoluclén amortiguadora Tris-HC1l O.1 M,
pH= 8.5.

3.- Se agita y se ajusta a cero.
4.- Se agrega 0.1 ml de L-Fenilalanina 24.99 mM.

5.- Se agita y se toma la lectura del espectrofotémetro a 290 nm,
para observar la aparicién del &cido trans-cinémico.

6.~ Se sigue la reaccién durante 1S min.
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Una unidad de actividad de PAL se define como la cantidad de
enzima que produce 1 umol de Acldo trans-cinimico en un minuto.

La actividad especifica se reporta por gramo de pesc seco de
células permeablilizadas, a 30°C y pH= 8.85.

Para obtener los gramos de peso seco, se realizd una curva patrén

de peso seco, cuya ecuacién es la sigulente;

m(g de pemo mocosml)= {{A6S0 nm 411 1/10) + 0.0178)/465.127

La curva patrén de peso seco de células se reallza de la sigulente

manera:

Se inocula un matraz erlemmeyer de 250 ml que contiene 100 mL. de
medlo Sptimo, con 1 frasco que contiene 2 mL de glicerol al 30%
estéril y 2 nlL de caldo de cultive todo esto conservade en
congelacién. Se deja crecer durante 24 horas y se toman 10 mL de
medio, se reallizan diluciones y se les mide la As50 ms cOn una
dilucién 1/10; posteriormente se filtra al vacio sobre membranas
millipore de 0,45 um previamente puestas a peso constante, se delan
secar a 50°C al vacfo y se pesan cada 3 horas hasta que estén a

peso constante.

Metodo de seleccidn de las cepas mutantes sobreproductoras de la
enzima PAL

' Método de mutacien

Para llevar a cabe la mutaclén fue necesario realizar una curva de
sobrevivencia en donde se determlna la concentracion y el tlempo
de exposiclén del agente mutagénico 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
parecldo para la curva de sobrevivencia y para la mutaclén.

La selecclén de mutantes se realizé tanto en medio sélido como en
medio liquido. Como fundamento del método de seleccién se empled
la inhibiclén de un andlogo del producto; el PPA.

MEDIO SOLIDO

Para conocer la concentracién de células que se tenian en una caja
petri, se realizé una curva de A650 ma en funcién de las unidades
formadoras de colonias que crecen en 4-7 dfas a 30°C en cajas
petri conteniendo al medio 6ptimo.

Conoclendo 1la concentraclén de células, entonces se trabaja
varilando las concentraciones del 1nhibldor acido fenll propidlico
(PPA). El medio utilizado fue el medio de mutaclén.

Se varlaron las concentraciones del inhibldor PPA en el medlo de
mutaclén en el intervalo descrito en el MSM.

Tratindose de un acldo, se tlene que disolver el PPA en agua y ya
disuelto ajustar el pH a 7 ya que la disoluclén 100 mM presenta pH
de 2.0,

MEDIO LIQUIDO

Se buscd la concentracién en donde la cepa silvestre no presentara
crecimiento, de tal manera que al poner a crecer las mutantes en
ese 'medlo, s6lo las cepas sobreproductoras crecen.

Partiendo de la base de los ensayos en fase sélida, se realizaron
fermentaciones con medlo de mutacién en donde se varlé 1la
concentracién del 1nhibidor desde 10 hasta 100 mM. Se crecié la

cepa en las mismas condiciones de Temperatura y aereacién.
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RESULTADOS

Fermentacidn con medio optimo de la cepa silvestre

Se reprodujeron los resultados de 1la fermentacién de Sp.
pararoseus tomando en cuenta las condiclones de fermentacién que
establecen Kawasaki et al (1992), en donde se pone a crecer el
inéculo congelado de 1a levadura en el medio éptimo a 30°C a 100
rpm.

Se encontré que la etapa de adaptacién dentro de la curva de
crecimlento abarca alrededor de 8 horas y que el crecimlento maximo
se alcanza a las 24 horas. La enzima PAL se encuentra asociada al
crecimiento, encontréndose la actividad méxima a las 24 horas y
slendo esta actlvidad de 26 U/g (Figura 1). Asi mismo, se encuentra
una disminucién en el pH de la fermentaclén en la primera etapa,
esto probablemente por la formacidén de Acidos provenlientes de los
carbohidratos que contlene el extracto de malta y de levadura.
Posterlormente, se presenta un aumento en el pH que se puede
explicar por la reaccién de desaminacién de la L-fenllalanina,
generando amoniaco. Existe una coincidencia en el momento en el que
aumenta el pH con el iniclo de la actividad enzim&tica. En las
etapas finales del crecimiento se manifiesta el color rosado de las
células, esto causado por la sintesis de pigmentos carotenoides,
caracteristico de esta cepa en las etapas finales de crecimliento.

La enzima presenta gran inestabilidad a temperatura amblente. Por
esto se debe conservar en congelacién y durante la manipulacién de
las células asi como la permeabilizaclén es necesarlo mantener
condiciones de refrigeracién.
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Optimizacidn del inéculo para la fermentacidn

Considerando que la fase de adaptacién es muy larga, se traté de
disminuirla a través de tener un pre-inbdéculo para crecer las
células descongeladas durante 24 horas y usarlas como indéculo para
los matraces de fermentacién. Esto resultd exitoso ya que la fase
de adaptacién se redujo a 2 horas y en algunos casos es casi
inexistente. Se puede obtener ademis, 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-inéculo con respecto a la actividad
enzimitica, también se encuentra que esta se mantiene estable
durante 4 horas, mientras que con el método de 1noculacién directa
se tlene una hora (Flgura 2).

Determsinacicn de la temperatura optima para la actividad de PAL

A fin de conocer la temperatura 6ptima de actividad enzimitlca, se
realizé un ensayo de actividad a diferentes temperaturas. Se
encontré que el valor de la maxima actividad se presenta a 50°C,
siendo $7.44 U/g. Esto concuerda con la temperatura de mixima
actividad obtenida por otros autores con otras cepas, y colnclde
con lo reportado por Kawasaki et al en 1992. Este puede ser uno de
los pardmetros que nos lleven a pensar que la enzima conserva
muchas de sus caracteristicas clnéticas en todas las especies en
las que estd presente, tenlendo diferenclias significativas en los
sustratos sobre los que actGia y la afinidad por éstos (tabla 4 en
el capitulo de Generalidades).
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Ensayo de estabilidad con respecto al tiempo de almacenamiento en
congelacion,

Se reallzé un ensayo de estabilidad de la enzima con respecto a su
almacenamiento en congelacién, en donde se pudo observar que
conforme va avanzando el tlempo, se va perdiendo la actividad
enzimitica (figura 3). Esto se puede deber a dos causas
fundamentalmente:

1.- El ensayo se realiza con células permeabilizadas en donde se
pueden encontrar proteasas que estén desnaturalizando a la enzima,
provocando que pierda su actividad.

2.- Se estd llevando a cabo una desnaturalizacién natural con
respecto a la temperatura, aunado al dafio por el descongelamiento.

Método de seleccidn para cepas mutantes sobreproductoras del la
PAL.

El método de seleccldén de la cepa sobreproductora se basa en el
crecimlento en presencia de un Inhibidor no-competitivo de 1la
enzima, el PPA. Se hicieron ensayos de inhibiclén en fase sélida y
en fase liqulda.

Fase solida

Se probdé con diferentes concentraclones de PPA sobre el medlo de
mutacién en fase s6lida (ver materiales y métodos). Se encontré que
para eliminar completamente el crecimiento se necesita tener 100 mM
de PPA, lo que corresponde a tener una proporcién aproximada de 2:1
{molar) con respecto a la L-fenllalanina. Orndorff et al (1988)
encontraron que para Rhodotoru]a. graminlis 1las concentraclones
ideales de inhibicién de la cepa silvestre son de 100 pM 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 inhlbidor
no-competitivo, se puede concluir que el PPA no es tan afin a la
enzima de Sp. pararoseus como la PAL provenlente de Rh. graminis.
No se ahondd en el tema debldo a que el objetivo que se perseguia
era tener un método de selecciédn de mutantes sobreproductoras.

Fase liquida

A partlir de la concentracién de PPA adecuada para la fase sélida,
se hicleron ensayos para establecer la inhibicién en la fase
liquida, comprobdndose la eficacia de la concentracién encontrada
en la fase séllda. Esto se puede predecir debido a que la difusién
de los componentes del medlo es mias eflcaz en liquido que en
s6lido.

El pH de la fermentacién se mantuvo oscillando en un rango muy
pequefio, (entre 8.4-8.6) ademids de que no presenté creclmiento
(figura 5).

Fermentacidn liquida de la cepa silvestre con medio de mutacidn.
Fuente de Nitrdgeno

En el proceso de obtencién de la cepa desregulada, se comenzé a
trabajar con un medio de mutaclén en donde la fuente de carbono no
fuera la L-fenilalanina. Se decldld que se usara glucosa, pero se
tenia que escoger una fuente de nitrégeno, ya que en el medio de
mutacién recomendado por Hernindez (tesis 1990), la L-fenllalanina
funclona como fuente de nitrégeno y de carbono. Se probé con dos
sales lnorganicas, el (NH4)2HPO4 y (NH¢)2504, obtenléndose mejores
resultados con el sulfato de amonlo, ya que esta sal no funcliona
como amortiguador y permite el aumento de pH que favorece la
actlvidad enzimAtica (figura 6)
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Curva de sobrevivencia al agente mutagdnico.

Se reallzaron 3 ensayos para conocer la concentraclén y el tiempo
necesarios para obtener de un 1-10X de scbrevivientes, .de tal
manera que el nimero de mutantes fuera adecuado para trabajar, asi

como para que se descarten las resistentes que no mutaron.

Se fijo una concentraclén para todos los ensayos, que fue de 100
ug/ml y se muestrearon diferentes tlempos de contacto. Los
resultados fueron similares en los tres ensayos, encontrindose que
en 25 minutos se tlenen un promedio de sobrevivencia entre los
limltes que se establecleron (figura B8).

Ensayo de mutacion.

El ensayo de mutaclén asegura que las cepas alsladas a través de
todo el proceso presentaban mas actividad que la enzima PAL
silvestre. El problema se presenté en la estabilidad a mediano y
largo plazo, ya que al llevarse a cabo la mutaclén a través de un
método quimico, no Se asegura que no hayan sucedido mutaciones
adlicionales a la de interés. La cepas mutantes quedan muy dafiadas y
por lo tanto wmueren o regresan a su estado original.

Se hizo una modificacién al ensayo de mutaclén que se presentd
originalmente por Hernandez (tesls 1990) que consistid en hacer
crecer el volumen total de mutacién, es decir, las células mutadas
y el agente mutagénico desactivado, en un matraz con medio de
nutacién adicionado con PPA.

Para selecclonar a las cepas mutantes se realizaron sienmbras
progresivas cada 24 horas em medio en los que va disminuyendo la
concentracién de PPA pasando de 100 mM a 50 mM a 10 mM, para
finalmente crecerla en medio de mutaclén., Esto se basa en el hecho
de que las cepas mutantes de interés deben ser capaces de crecer
con la méxima concentraclén de inhibidor. Ya crecido el
microorganismo, la concentraclén va disminuyendo para empezar la
readaptacién a condiciones de crecimiento Sptimas.
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Una vez comprobada la sobreproduccién a través del ensayo, se
sembré en cajas petri con medio éptimo y se alslaron colonias a
las que se les midlé la actividad enzimdtica una vez crecidas en
MO liquido. Se comprobdé que las colonias alsladas provenian 'de la
misma cepa, al mostrar 1la misma actlvidad enzimidtica. Se

conservaron de la misma manera que la cepa silvestre.

Se obtuvieron 3500 mutantes de 3 ensayos de mutacién diferentes,
sin embargo, practicamente ninguna conservé la actividad
enzimitica al ser sometlda al crecimiento en medio con PPA. Del
tercer ensayo de mutaclén se alsid la cepa MRA1191 que fué la que
finalmente se caracterlzd.

CARACTERIZACION DE LA CEPA MRA1191.

La caracterlzaclén 1niclal que se llevé a cabo con esta cepa
consistié en cuatro ensayos:

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

2.~ Caracterizaclén de la fermentacién para conocer. el crecimiento
y la actividad enzimitica asi como los cambios de pH.

3.-Influencia de la Temperatura en la actividad enzimitica.

4.- Caracterizacién cinética.

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

Se realizaron 8 reslembras en donde se cosechaba una parte de las
células para reallzar el ensayo de actlvidad, y se resembraban las
restantes en medlo nuevo. De esta manera se estudl6 la estabillidad
de la cepa mutante.

Contrario a lo que se esperaba, la cepa presenté mayor actividad
conforme se le iba resembrando, lo que lleva a pensar que sigue un
proceso de adaptacilén.
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Al ser alslada la cepa MRA1191 presenté 3 veces la actividad de la
sllvestre, y al ser resembrada, fue aumentando su actividad hasta

tener 7 veces la actlividad de la silvestre.

Este proceso de adaptaclén no se cbserva en la cepa silvestre y
puede deberse al dafio que sufrié la cepa al ser mutada.

= Caracterizacién de la fermentaclén para conocer el crecimiento,

la actividad enzimitica y los cambios de pH.

Manteniende las mismas condicliones de aereaclén, temperatura y
medlio de cultivo 6ptimos de 1la cepa silvestre, se reallz6é6 una
fermentacién de 100 mL por duplicado. La cepa mutante presenta una
fase de adaptaclén cas! inexistente, asi como un mayor tiempo para
alcanzar el maximo crecimiento. La enzima estd asociada al
crecimiento, presentando su méxima actlvidad de 32 a 38 horas
(figura 9). Fue importante encontrar que se tiene una meseta de
actividad maxima lo que permite cosechar las células con un poco
mis de margen de tlempo. El pH disminuye en las primeras etapas de
la fermentacién’ para aumentar posterlormente y aumentar casl 2
unidades arriba del pH iniclal.

La cepa mutante produjo 81.02 U/g en 36 horas de fermentacién. En
la figura 14 se presenta una comparacién de la actividad espécifica
y de la productlvidad de la cepa mutante MRA1191 y la cepa

sllvestre.
3.- Influencia de la Temperatura en la Actividad enzimitica.

Se encontré que la actividad maxima de la cepa mutante se presenta
a 60°C, disminuyendo la actividad significativamente a 70°C.

Esto nos puede llevar a pensar que la conformacién de la enzima se
establlizé y mantiene el sitio activo en su posicién en el espacio

10°C arriba de 1o que la enzima de la cepa mutante puede hacer,
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En la flgura 10 se presenta una comparacién de los perfiles de la
actividad enzimitica de la silvestre y de la mutante con respecto

a la temperatura.

Se puede apreclar que es el comportamlento de la mutante es
semejante al de la sllvestre, slendo la cepa mutante mucho mis

estable a mayores temperaturas.
4.~ Caracterizacién Enzimitica.

Se realizé un ensayo en el que se varld la concentracién de
sustrato con un misma cantldad de células permeabilizadas en
suspenslén tanto de la silvestre como de la mutante. Se midié la
actividad de estos ensayos, y se encontré la ecuacién de velocidad
de la PAL segin el modelo de Michaelis-Menten para cada cepa,
presentados en la figura 11.

Para poder calcular el Km ¥y la veax se realizé la grafica del
inverso de Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk (figura 12). De esta
grafica se calculan los valores cinéticos, en los que encontramos
vmax diferentes para cada cepa, pero mucha similltud 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 1llevar a conclusiones

preliminares acerca de una verdadera sobreproducclén de la enzima.

De acuerdo con los resultados encontrados por Monje (1992), se
llevé a cabo una modificaclén al método de permeabllizacién de
células durante este experimento (ver Mat y Mét.). Esta
modificacién consiste en efectuar el tercer lavado de células
permeabllizadas con amortlguador Tris-HC1l 0.01 M, pH=8.5, de tal
manera que la enzlma quede conservada en el pH en el que presenta
la mayor actividad enzimitlca.
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En la flgura 10 se presenta una comparaclén de los perflles de la
actividad enzimadtica de la silvesire y de la mutante con respecto
a la temperatura.

Se puede apreclar que es el comportamlento de la mutante es
semejante al de la silvestre, siendo la cepa mutante mucho mas
estable a mayores temperaturas.

4.- Caracterlzacion Enzimitica.

Se realizé un ensayo en el que se varié la concentracién de
sustrato con un misma cantldad de células permeabllizadas en
suspensién tanto de la silvestre como de la mutante. Se midlé la
actividad de estos ensayos, y se encontré la ecuaclén de velocldad
de la PAL segin el modelo de Michaelis-Menten para cada cepa,
presentados en la figura 11.

Para poder calcular el Km y la veax se reallzé la grafica del
inverso de Michaells-Menten, Lineweaver-Burk (figura 12)}. De esta
grifica se calculan los valores cinétlcos, en los que encontramos
vmax 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 permeabillizadas.
La afinldad 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 sobreproduccidén de la enzima.

De acuerdo con los resultados encontrades por MonJe (1992), se
llevé a cabo una modificacién al método de permeablllizaclén de
células durante este experlmento (ver Mat y Mét.). Esta
modibflcaclén consiste en efectuar el tercer lavado de células
permeabilizadas con amortiguador Tris-HCl 0.01 M, pH=8.5, de tal
manera que la enzima quede conservada en el pH en el que presenta
la mayor actividad enzimatica.
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Tomande en cuenta que después de este lavado se congelan las
células, la conformaclén de la proteina se verd favorecida hacia la
actividad enzimitica de PAL debldo al pH del entorno. Se ha podido
comprobar el efecto positivo de esta modificacién para la cepa
silvestre y la mutante,

Al igual que la cepa sllvestre, la cepa mutante va perdiendo su
actividad con respecto al tlempo que se mantenga almacenada en
congelacién. En la figura 13 se aprecla la comparacién de la
actividad resldual con respecto al tlempo de almacenamiento en
congelacién. Estos resultados surgieron del ensaye de estabilidad
a través de las reslembras.
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CEPA
SILVESTRE

ACTIVIDAD
ESPECIFICA 29.43
U/g celulas

GONGENTRACION
DE CELULAS 0.217
g/l

PRODUCTIVIDAD 5.216
U/l hr

CEPA %INCREMENTO
MUTANTE MRA 1181

81.02 275.29
0.12 -55.29
21,0989 404.5

FIGURA 14. COMPARACION DE LAS CEPAS




CONCLUSIONES

1.- Se desarrollé un método para alslar mutantes sobreproductoras
de PAL que consiste en hacer crecer cepas mutantes de
Sporidiobolus pararoseus en medle de mutaclén con 100 mM de PPA.
Se trabajé en fase sb6lida y en fase liquida, obteniéndose
resultados satisfactorios para las dos fases.

2.~ Se aislé una mutante denominada MRA1191 que presenta una
actividad de 81.02 U/g células.

3.- Se encontré que la cepa mutante MRA1191 reacclona a un proceso

de adaptaclén incrementando su actividad.

4.~ La enzima de la cepa mutante MRA1191 presenta una temperatura
éptima de 60°C . De la caracterizaclén clnética se encontrd un Km=
0.803uM. Se corroboré la hipétesls de haber generado una cepa
mutante sobreproductora ya que la veax es mayor que la de la cepa
silvestre, pero el Km es el mismo. La mutacién solo multiplicé en
el material genético el gene de expresién de la PAL.
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RECOMENDACIONES

1.- Es recomendable optimizar las condiclones de fermentacién de
la cepa mutante MRA1191, (temperatura, pH, aereacién y medio de
cultivo), a fin de mejorar ain mis la actividad enzimitica. En
este mismo sentido, serd necesario continuar con el_ proceso de
adaptacién de la cepa mutante hasta que se establillce la actividad
. enzimitica.

2.~ Se requlere llevar a cabo un estudic mucho mis profundo con
respecto a la sobreproduccién de la enzlma, conociendo la cantidad

de proteina que produce y comparéndola con la cepa silvestre,

3.~ La inmovilizaclén de las células permeabllizadas puede ser
recomendable pensando en el proyecto general, de tal manera que se
pueda producir un catalizador blolégico capaz de desaminar la
fenlilalanina de un hidrolizado proteico de caselnato de sodio.
Esto se sumard al proceso de obtencién del allimento bajo en
fenilalanina.

4.- Se plantea la posibilidad de volver a mutar para buscar la
cepa desregulada, es decir, la cepa que pueda crecer con una
fuenté de carbono diferente y q\ie nos exprese la actividad de PAL.
Esto se puede hacer sobre la cepa sllvestre o inclusive sobre la
mutante MRA1191.
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ANEXO

El célculo de la actividad especifica se hace de la slgulente
manera:
Partiendo de la ecuacién de Lambert-Beer:

A=1eC
donde A= absorbancla, 1= longitud de 1la celda, &= coeficlente de
absortividad molar y C= Concentracién del compuesto que se estd
detectando.
Si despejamos C;

C= AMle
Del método para obtener la actividad ciltado anterlormente, se
obtiene la pendiente de la curva, es decir,

m= AabSt-cinamico/ min

Al multiplicar 1la pendiente por la ecuacién para obtener la
tracién, obt :

m x C= moles t-cinamica/L min,
se camblan las unldades de concentracién a pumoles t-cinamico/ml,

(pmoles t-cinamico/mL min)x 1000= F1
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tomando en cuenta las diluciones hechas para medir la actividad
tenemos que :

(F1)X (3 mL reaccton /0.1 nL concentrado de celulas)=F2

finalmente se toman en cuenta las Gltimas diluclones y se

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

(F2)} x (1 mL concentrado / 10 ml medic)= F3

(F3) % (10 ml medio / g células peso seco) = Actividad esp.
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