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1. INTRODUCCION

La fenilcetonuria es una enfermedad que pertenece a los
errores innatos del metabolismo y que es transmitida por un gene
autosomal recesivo (Rong-Sen, 1977). Se manifiesta peor la
presencia de retraso mental acompafiado de otras caracteristicas
como eccema, convulsiones, aumento del tono muscular,
hiperactividad y falta de pigmentacién en la piel y en el cabello
(Alton, 1965).

La fenilcetonuria clasica se debe a la deficiencia de la
enzima hep&tica fenilalanina-hidroxilasa que actia catalizando el
primer paso del catabolismo de la fenilalanina en el hombre
produciendo tirosina que posteriormente es degradada a compuestos
que generan energia de acuerdo a la ruta metab6lica que se
muestra en la Figura 1.

Debido a que los fenilcetoniricos no pueden realizar la
transformacién antes mencionada, la fenilalanina se acumula
alcanzandoe niveles muy elevados que fluctdan entre 10 y 60
mg/100 ml de plasma, mientras que en individuos sanos se
encuentra entre 1 y 2 mg/100 ml de plasma. Ademds se excretan en
la orina cantidades elevadas de fenilalanina (1 g/dfa) y de sus
metabolitos: &cido fenilpiruvico (1-2 g/dia), A&cido feniléctico

(1-2 g/dia) y fenilacetilglutamina (2-3 g/dia) (Alton, 1965).
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La fenilalanina es un amino&cido esencial, es decir, gue no
puede ser sintetizado por el hombre y por lo tanto lo debe
adquirir a través de los alimentos que ingiere. Se encuentra
presente en todas las proteinas constituyendo en las de origen
animal aproximadamente el 5%, Una dieta normal aporta al
organismo una mayor cantidad de fenilalanina que la necesaria
para mantener un balance positivo de nitrdgeno, para sintetizar
las proteinas requeridas para el crecimiento y para la renovacién
celular. En individuos sanos la fenilalanina en exceso es
catabolizada de la manera mencionada anteriormente pero en el
caso de los fenilcetoniricos se acumula produciendo dafios
irreversibles en el desarrollo cerebral. Antes de los tres meses
de edad, los bebés fenilcetoniricos no presentan alteraciones.
Si se les somete inmediatamente a una dieta adecuada se evitan
las consecuencias de la enfermedad permitiendo gue el niflo crezca
y se desarrolle normalmente desde el punto de vista fisico e
intelectual (Bourges y Vel&zquez, 1987).

Para poder evitar el retraso mental es indispensable realizar
un diagnéstico oportunc que permita detectar la fenilcetonuria
antes de gue se presenten dafios en el cerebro. La Secretaria de
Salud publicé en 1988 una "Guia para la prevencidén del retraso
mental producido por hipotiroidismo congénito, toxoplasmosis
congénita activa y fenilcetonuria®. En este documento se
establece que se debe tomar una muestra de sangre por puncién en
el talén, recogiéndola en un papel filtro especial, a todos los

beb&s entre las 48 horas y los tres meses de edad y enviarla a un
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laboratorio especializado para que sea analizada, En caso de que
se detecte fenilcetonuria, de inmediato se somete al bebé a un
tratamiento gque consiste en aplicar una dieta tal que no aporte
exceso de fenilalanina. Se vigila continuamente la concentracién
del aminodcido y se varlia la dieta de manera que se satisfagan
todas las necesidades nutricionales del paciente para gue se
desarrolle normalmente. Es conveniente mantener el tratamiento
dietético hasta los 10 aflos, edad en la que el cerebro esté
desarrollado pr&cticamente en su totalidad (Cederbaum, 1984).

La incidencia de la fenilcetonuria es variable. BEn 1967 en
Estados Unidos fue de 1 por cada 10 000 nacimientos, mientras que
en las poblaciones de origen celta fue de 1 por cada 2000. En los
paises africanos y en Japén la fenilcetonuria fue préa&cticamente
inexistente. En México no se conoce con exactitud la frecuencia
de dicha enfermedad.

Las mujeres fenilcetonlGricas gue deseen tener un bebé deben
igualmente someterse a la dieta baja en fenilalanina antes del
embarazo para evitar lesiones al feto que incluyen microcefalia, -
retraso en el crecimiento, dafios neurolégicos, malformaciones del
corazén, de los huesos , de los ojos y de otros 6rgancs (Bickel,
1980)..

Para el control de la fenilcetonuria existen productos
especialmente formulados pero no se elaboran en México lo cual
dificulta su disponibjlidad. Los productos antes mencionados se
pueden dividir en dos grupos:

A) Formulaciones con bajo contenido de L-fenilalanina. Tal es

12



el caso del LOFENALAC de Mead-Johnson gque es un hidrolizado de
casefna al cual se le remueve la mayor parte de la fenilalanina;
ademés contiene grasas, carbohidratos, vitaminas y minerales en
cantidades adecuadas para el bebé. Se utiliza como inico
alimento solamente para disminuir la concentracién de la
fenilalanina hasta el nivel normal y posteriormente se combina
con otros alimentos de manera que se aporten todos los
nutrimentos, incluyendo fenilalanina, que el beb& requiere para

su crecimiento.

B) Mezclas de L-aminodcides 1libres de fenilalanina. Por
ejemplo, el PHENYL-FREE, de Mead-Johnson, el PKU 1 (para bebés
de 1-12 meses) y el PKU 2 (de los 13 meses en adelante)
elaborados por Milupa. Estas formulaciones contienen todos los
aminodcidos, excepto L-fenilalanina y ademas incluyen vitaminas,
minerales y elementos traza. Se combinan con otros alimentos
para suministrar proteinas, grasas, carbohidratos Yy
L-fenilalanina. Permiten mayor flexibilidad de la dieta que el
LOFENALAC ya que son productos totalmente libres de

L-fenilalanina.

En la elaboracién del primer grupo de alimentos el método
que se utiliza en la actualidad para separar la fenilalanina de
los hidrolizados de caseina es por adsorcién en carbén activado.
Sin embargo, dicho método presenta la desventaja de que se
adsorben también otros aminodcidos hidrofébicos como tirosina y
triptofano que deben afladirse al producte después del

tratamiento.
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Una alternativa para la elaboracién de los productos que se
utilizan en el tratamiento de la fenilcetopuria coneiste en
aplicar un método m&s especifico que el mencionado anteriormente,
como podria ser una degradacién enzimética. La enzima
fenilalanina amonio-liasa (FAL) (EC  4.3.1.5) cataliza la
desaminacién no oxidativa de fenilalanina produciendo dos
compuestos: por una parte, &cido trans-cinémico que no es téxico
para‘ el organismo y que es metabolizado hasta formar d&cido
hipirico que se excreta en la orina (Snapper, 1940) y por otra,
amoniaco que tampoce es toxica. En la Figura 2 se muestra la

reaccié6n catalizada por la FAL.

H QOOH
]
HZ-C-COOH FAL 3 CH=CH + NH3
1
K,
L-feniiatanind Acido trans- Anonbaco

cindmico

FIGURA 2, REACCION CATALIZADA POR LA FENILALANINA AMONIO-LIASA

La enzima FAL se encuentra en plantas superiores y en algunos
microorganismos. En las primeras participa en la sintesis de
compuestos fenilpropancides como ligninas y flavonoides (Orndorfi,
1988) y en los microorganismos se relaciona con el primer paso en
el catabolismo de fenilalanina para generar carbono y/o nitrégeno

cuando lo requiere la célula (Kane, 1985).
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2, OBJETIVO

El trabajo que se presenta a continuacién tiene como
objetivo producir la enzima fenilalanina amonio-liasa de
Rhodosporidium toruloides, caracterizarla y determinar las
condiciones 6éptimas para su aplicacién potencial en la
elaboracién de productos bajos en fenilalanina para el
tratamiento de la fenilcetonuria y para poder disponer de ellos
en el pals a un menor costo que los importados.

Este proyecto se ubica en el marco del programa nacional de
prevencién del retraso mental, establecido por la Secretaria de
Salud junto con diversas dependencias de la Universidad Nacional
Auténoma de México. En el Departamente de Alimentos de la
Facultad de Qufmica se estéd desarrollando un proceso para la
elaboracién de un alimento bajo en fenilalanina. El trabajo que
se presenta forma parte de un programa global de optimizacién

técnica de dicho proceso.
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3. GENERALIDADES

3.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE Rhodosporidium toruloides

El gérnero Rhodosporidium est& constituido por levaduras coa
pigmentos carotenoides que producen teliosporas como parte de su
ciclo de vida. Hasta el momento se conocen nueve especies de
dicho género que difieren en cuanto & sus caracteristicas
fisloldgicas, a la morfologia de sus teliosporas y en sus

incompa:ibilidades sexuales (Kreger-van Rij, 1984).

Rhodosporidium toruloides es la cepa . imperfecta de
Rhodotorula glutinis. Las células del primer microorganismo
cuandc se cultiva en agar con extracto de malta incubando a
temperazura ambiente durante cuatro dias, tienen forma esférica a
elongade (2-7) x (4-12) um. El color del cultivo varia de rosa &

anaran’ado.

Ex la Tabla 1 se comparan algunas caracteristicas de
Rhodosporidium toruloides y de Rhodotorula glutinis. Se puede
apreciar que ninguna de las dos levaduras es fermentativa, ni
forman almidén pero presentan algunas diferencias en cuanto a la

asimilacidén de las diferentes fuentes de carbono que se mencionan,
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TABLA 1

COMPARACION DE ALGUNAS CARACTERISTICAS DE
Rhodosporidium torucides y Rhodotorula glutinis
(Kreger-van Rij, 1984)

CARACTERISTICA

Rhodosporidium
toruloides

Rhodotorula
glutinis

Pigmento carotenoide
Fermentativa

Formacién de almidén
Asimilacién de nitratos

Asimilacién de diferentes
fuentes de carbono:

Acido citrico
Acido succinice
Almidén
Celobiosa
Galactosa
Inositol
Lactosa
L-arabinosa
Maltosa

Manitol

v 2

b

+ + o+

+

a:
bi
e

Se

fuentes:

de Rhodotorula glutinis son:

de plantas,

Caracter{stica positiva
Caracteristica nogativa
Variable

ha encontrado Rhedosporidium

pulpa de madera, aire y mamiferos marinos.

Rij, 1984).

conservas en salmuera,

toruloides en

diversas

Las fuentes

aire, suelo, pulpa de madera, hojas

mar,
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La referencias que existen respecto a la enzima fenilalanina
amonio-liasa de Rhodosporidium toruloides son escasas por lo cual
la informacién que Be presenta a continuacién se refiere a
Rhodotorula glutinis ya que se trata de la misma levadura

correspondiendo la primera a la fase asexual de la segunda.

3.2 PRODUCCIOM DE rsuruuuim AHONIO-LIASA

3.2.1 Medios de cultivo

La enzima fenilalanina amonio-liasa no es constitutiva en
Rhodotorula glutinis ni en Rhodosporidium toruloides. Para que
la produzcan es necesario incluir en el medio de cultive alguna
sustancia que funcione como inductor, por ejemplo:
L-fenilalanina, D,L~-fenilalanina, L-tirosina, D,L-tirosina,

hidrolizados de proteinas como casefna o sangre (Finkelman, 1986).

En las Tablas 2A y 2B se muestra la composicién de medios de
cultivo para la produccién de la FAL de R, glutinis reportados por
diferentes autores, Se puede observar gue en todos se utiliza

fenilalanina como inductor.

El 80% de los medios de cultivo (para R. glutinis y para
otros microorganismos) analizados en 20 referencias son complejos.
El 20% restante son medios definidos, Wick y colaboradores (1982)
reportaron que en un medic complejo obtuvieron una actividad de

FAL tres veces mayor que en uno definido. Por otro lado, Marusich
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y colaboradores (1981) lograron una actividad 5 veces mayor en un
medio definido que en uno complejo. La diferencia en los
resultados que reportaron los autores mencionados puede deberse a
que los primeros emplearon glucosa como fuente de carbono en el
medio definido y segGn Orndorfi (1988) dicho carbohidrato reprime
la sintesis de la enzima. En cambio Marusich y colaboradores
(1981) utilizaron fenilalanina como fuente de carbono y suifato de
amonio como fuente de nitrégeno. Los resultados contradictorios
se deben probablemente a la diferencia en la composicién de los

medios de cultivo y en las cepas empleadas.

Las condiciones de fermentacién presentan diferencilas
dependiendo del autor, perc en general, la temperatura es de 28%
30°C, la agitacién varia entre 125 y 600 r.p.m., la aireacién es
de 0.5 a 1.0 v.v.m. y el tiempo de fermentacién reportado es muy
heterogéneo ya que varia de acuerdo con la composicién del medio
de cultivo, con la forma de preparar el indculo, con el
fermentador utilizado y con la cepa empleada. La maxima actividad

de la FAL se presenta en la fase logaritmica media a tardfa.
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TABLA 2A

MEDIOS DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION DE
LA FENILALANINA AMONIO-LIASA
DE Rhodotorula glutinis
(Sin incluir oligoelementos)

COMPONENTE (g/l)
REFERENCIA | o 2 -
) LY - -~ s
Sel® Lol o s 2| 5|3
o3 ocm b~ = “ o — =1
- T - o - [=3 t - o L
g m [T Py +3 2 ! 23 —_— —
T > ™o [~N (=] = 4 — . (=]
. & N B [ — — = 1~ Ll
S — - a. i1x) L] i GJ -
e < - “ [
o w , 3 -
T
OGATA et al, 0.5 -——- - -— ——— i mem 1.0 j-~-
(1967)
HODGINS 1.0 ] 10 S (N DU B Y I e
(1971)
FRITZ et al. 1.0 | 10 N T T T C N I Y e
(1976} )
WICK et al. 1.0 { 10 | mem | mem ] aee s ) 1h0 (e
(1982) i
YAMADA et al. —- 110 10 e Y -2
(1980) i
MARUSICH et al. 1.0 | 10 B B T N I
{(1981)
MARUSICH et al. JRICEE [N DHUEES T F N I B I J g
(1981)
WICK et al, -— - - -—- 10 3.0 1.007--~
(1982)
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TABLA 2B
OLIGOELEMENTOS EMPLEADOS EN LOS HEDIOS DE CULTIVO PARA LA
FENILALANINA AMONIO-LIASA

PRODUCCION DE LA

COMPONENTE (g/1
RK_PO,_ | K _HPO, | Mgs0, |NaCl |(NH ) 50,

REFERENCIA pH
OGATA et al. 2.0 1.0 0.1 _—— === |6.0

1967)
YAMADA et al. - - -— 5.0 --—- |6.0
(1980)
MARUSICH et al. 1.40 0.78 0.1 —— 1.5 6.2
(1981)
WICK et al. 1.65 1.38 —- 0.5 -—-- |6.8
(1982)

3.2.2 Preparacién del microorganismo para el ensayo de actividad

En 11 de 16 referencias analizadas se rompen las células ya sea

con un sonicador, con una prensa o con un molino.

Después

romper las células, se centrifuga eliminando la pastilla y

sobrenadante constituye la enzima cruda.

En las cinco restantes se dejan las células intactas

término de la fermentaciédn

pero

incluye en la mezcla

de
el

al
de

reaccién para el ensayo de actividad algin agente tensoactivo o

bien, se incluye un tratamiento de permeabilizacién previo al

ensayo.

3.2.3 Ensayo de actividad de la FAL

Se reportan dos métodos para ensayar la actividad de la FAL:
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Uno de ellos es el desarrollado por Ogata y colaboradores
(1967). La mezcla de reaccién contiene 20 mg de célnlas secas, 40
umol de L-~fenilalanina, 200 gmoles de buffer de Tris-~HCl, pH=8.5y
1 mg de bromuro de cetiltrimetilamonio en un volumen final de 4.0
ml. Se incuba una hora a 37°C, se detiene la reaccién ahfadiendo
0.2 ml de HCL 6N y se centrifuga. Del sobrenadante se toma 1 ml y
se extrae con 2 ml de éter; la fase etrea se extrae con NaOH (.lN
y se mide la absorbancia de la solucién alcalina a 268 nm. Se
interpola el valor obtenido en una curva patrén de d&cido
trans-cindmico para conocer su concentracién.

E. otro método que se reporta y que es de mayor aplicacién
que el anterior consiste en medir durante algunos minutos el
aumento de absorbancia debidu a la conversién de L-fenilalanina en
4cido ztrans-cindmico y determinar la velocidad de formacién de
dicho compuesto en base a su coeficiente de extincién molar (e) a
la longizud de onda empleada.

En 15 de las 20 referencias analizadas, se sigue la reaccién
a 290 nm vy en las restantes, a una longitud de onda diferente.

En 14 de las 20 referencias que se revisaron la mezcla de
reacciérn se incuba a 30°C mientras que en las 6 restantes se
realiza a temperaturas superiores en alqunos casos o inferiores en
otros. La mezcla de reaccién presenta diferencias en cuanto a las
concentraciones de sus componentes, pero en todas se emplea buffer
de Tris-HCl, L-fenilalanina (sustrato) y enzima. La reaccién se

inicia aRadiendo la enzima.
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3.3 PURLIFICACION DE LA FAL

Se reportan varias tcnicas para purificar la FAL que difieren en
cuanto a la cantidad y naturaleza de las etapas del procesoc. Por
la misma causa se obtienen diferentes grados de pureza de la
enzima. A continuacién se describe el proceso de purificacién més
empleado:

Se parte del extracto crudo de la enzima que se obtiene
rompiendo las células con un sonicador Branson W-185-D, 30 minutos
a la méxima potencia; con una prensa francesa a 10 000 lb/inz, o
bien con un molino Dyno Mill. Se centrifuga para eliminar los
residuos celulares y el sobrenadante constituye la enzima cruda.

En algunos casos el primer paso de purificacién consiste en
afladir sulfate de protamina al 5% en una relacién de 155 mg de
protamina por cada gramo de proteina para precipitar los é&cidos
nucléicos. Se centrifuga y se descarta la pastilla. El
sobrenadante se concentra como se indica a continuacién. En otros
casos lo primero que se hace es precipitar toda la proteina de la
solucién enzimatica agregando sulfato de amonio (50-65 gramos por
cada 100 ml de solucién) con agitacion, Se centrifuga y se
recupera el precipitado en un menor volumen de buffer de Tris-HC1,
50 mM, pH = 8.5, Todas las operaciones se realizan a una
temperatura entre 0° y 5°C.

El segundo paso es un fraccionamiento con sulfato de amonio.
La enzima precipita cuando se afaden entre 28 y 37 g/100 ml. El

precipitado se redisuelve en el buffer antes mencionado.
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El tercer paso es un fraccionamiento con citrato de sodio.
La enzima precipita después de agregar 30 a 37 g/100 ml de la sal.
Se resuspende en el mismo buffer.

El cuarto péso es en algunas ocasiones un fraccionamiento cen
fosfato de potasio (R HPO ). La enzima precipita con 15 a 23
g/100 ml de solucién, se suspende en buffer y se concentra la
solucién después de precipitar la enzima afiadiendo sulfato de
amonio (40 g/100 ml). Después de redisolver el precipitado se
dializa contra el mismo buffer. En otras ocasiones, la solucién
obtenida en el tercer paso se dializa contra el buffer mencionado
anteriormente y luego se aplica a una columna de DEAE-celulosa (DE
70); las fracciones con actividad de la FAL se precipitan con
sulfato de amonio (4 gramos por cada 100 ml de solucién). El
precipitado se resuspende en buffer de Tris-HCl.

El ultimo pasc es una cromatografia en columna de Sephadex
G~200. Se colectan las fracciones con actividad dc FAL y se
concentran come se mnmenciond en el paso 4. El precipitado se
redisuelve en buffer de fosfato de potasio 0.0lIM, pH = 7.2 o en
Tris-HCl 0.05M, pH = 8.5. (Fritz, 1976 y Hodgins, 1571).

Gilbert y colaboradores (1982) reportan otra técnica de
purificacién que consta dnicamente de dos etapas. El extracto
crudo se hace pasar por una precolumna con inmunoglobulina G unida
a Sefarosa 4B (sin actividad anti-FAL) y la protefina que eluye sin
ser retardada se pasa por otra columna con Inmunoglobulina G
anti-FAL unida a Sefarosa 4B. Se lava hasta no detectar proteina

en el eluyente (por absorbancia a 280 nm). La enzima se eluye con
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buffer de Tris-HCl 0.1M, pi = 10.0 con NaCl 0.5M.

En la Tabla 3 se muestra la secuencia de purificacién
reportada por Fritz y colaboradores (1976) y en la Tabls 4 1la
publicada por Gilbert y colaboradores (1982). La primera consta
de 5 etapas logréndose purificar la enzima 260 veces, mientras que
la segunda incluye s&lamente dos etapas pero se purifica

dnicamente 58 veces.

TABLA 3

PURIFICACION DE LA FAL DE Rhodotorula glutinis
(Fritz, 1976)

PASO Ucl PROTEINA| A.E. Y? |VECES
(mg) (U/mg) [(8) |PURIFI=
CACION
L. EXTRACTO CRUDO 2000| 200000 { 0.01 } 100 1
2. FRACCIONAMIENTO CON SUL- 1800} 30000 | ©0.06 90 6
FATO DE AMONIO
3. FRACCIONAMIENTO CON CI- 1530 4250 | 0.36 76 36
TRATO DE SODIO :
4. CROMATOGRAFIA EN 765 765 1.00 38 100
DEAE-CELULOSA
5. CROMATOGRAFIA EN 575 220 | 2.60 28 260
SEPHADEX G-200

1 U = Unldades totales {! unidad = cantldad de protelna que
cataliza la apn:lclén de 1Mmel de dcldo trans-cindmico
por minute a 30 C.

2 Y = Rendimiento
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TABLA 4
PURIFICACION DE LA FAL DE R. glutinis (Gilbert, 1982)

PASO u,' |[PROTEINA! A.E. ¥? |VECES
(mg) (u/mg) [(%) |PURIFI
CACTION
L. EXTRACTO CRUDO 16.0 175 0.091 {100 1
2. CROMATOGRAFIA POR INMUNO-[10.62 2 5.300 | 66 58
AFINIDAD
1 u'_ = Unidades totales (1 unidad = cantidad de prote{na que

cataliza la npa:lclbn de 1jimol do &clide trans-cindmico
por minuto a 20 C.
2 Y = Repdimlento

3.4 CARACTERISTICAS DE LA ENZIMA FENILALANINA AMONIO~LIASA
3.4.1 Sintesis de la FAL
Si se cultiva R. glutinis en un medio definido 1libre de
fenilalanina, noc se manifiesta la enzima a menos gue se adicione
el aminodcido al medio de cultivo. En un medio complejo al cual
no se le aflade fenilalanina, se obtiene cierta actividad, pero es
alrededor de cuatro veces inferior a la que se logra en el mismo
medio con el aminodcido. Lo anterior se explica considerando que
en el medio complejo existe una cantidad baja de fenilalanina, que
actia como inductor (Wick, 1982).

Se demostré que la FAL es sintetizada de novo en base a los
siguientes resultados:
a) La formacidn de antigenc de la FAL y la aparicién de la
actividad es simultédnea. Se podrfa pensar que existe un precursor

inactivo que no es antigénico. Con el fin de descartar esta
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hipétesis, se afiadi¢ leucina tritiada a cultivos en el inicio de
la fase logaritmica y se determiné la cantidad de tritio
incorporada en las proteinas totales y en el antigeno de la FAL.
Se observé que se incorpordé mucho mé&s en el antigeno que en las
proteinas totales. Si existiera un precursor no antigénico, seria
muy similar la incorporacién de leucina tritiada en ambos pues el
precursor ya estaria formadoc antes de inducir la enzima
(Gilbert, 1982).

by Al analizar por electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio los inmunoprecipitados de la FAL en los
que se incorporé leucina tritiada, se observé que la proteina
marcada radiactivamente presenta iguales caracteristicas de
migracién que las subunidades de la FAL auténticas.

c¢) Al tratar cultivos con ciclcheximida (inhibidor de la sintesis
de proteinas) agregada al mismo tiempo que el inducter, no se
presenté actividad de la enzima ya que no se sintetizé proteina;
pero al afiadir el inhibidor cuando ya se habia alcanzado la méxima
actividad, ésta disminuyé eventualmente como sucede en condiciones
normales (Wick, 1982),

La induccién de la enzima FAL ocurre en la fase logaritmica
media & tardia independientemente del tiempo en el que se aflada el
inductor antes de este periodo; pero si se agrega en la fase
estacionaria, no se manifiesta la FAL (Wick, 1982).

El hecho de que la midxima actividad de la FAL se presente en
la fase logaritmica tardia indica que el microorganismo utiliza la

fenilalanina sélamente después de que se agotaron otras fuentes
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preferidas de carbono o nitrégeno del medio de cultivo. Se
sugiere que se manifiesta la FAL cuando se agota la fuente de
nitrégeno debido a que la actividad especifica en cultivos
desarrollados en el medio complejo tiene un valor m&s similar al
obtenido cuando L-fenilalanina es la fuente de nitrégeno en un
medio minimo que al logrado cuande es la fuente de carbono
(Marusich, 1981), Sin embargo, Wick y colaboradores (1982)
establecieron que no se requiere el agotamiento de la fuente de
carbono ni de la de nitrégenc para inducir la FAL,

La FAL tiene dos funciones en loe microorganismos: liberar
amoniaco generando una fuente de nitrégeno y catalizar el primer
paso de la ruta metab6lica para obtener carbono a partir de

L-fenilalanina (Wick, 1982),

3.4.2. Degradacidn de la FAL

La velocidad de degradacién de la enzima y de las proteinas
totales es similar tanto en la fase exponencial como en la
estacionaria. 2In la segunda, se degrada rapidamente con un tiempo
de vida media de aproximadamente tres horas; en la fase
exponencial su tiempo de vida media es de 12 horas. Existen
hipétesis que establecen qgue la degradacion se debe a la induccién
de la actividad de las proteasas del microorganismo o a fugas de
los lisozomas (Gilbert, 1982). Por otra parte, Kane Yy
colaboradores (1985) reportaron que la enzima es estable en la
fase estacionparia contradiciendo lo establecido por Gilbert vy

colaboradores (1982), si se resuspende en medio de cultiveo para
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crecimiento. La variacién en los resultados puede deberse a que
resuspenden las células en medios de cultivo distintos y a

diferencias en las cepas utilizadas.

3.4.3 Regulacién de la FAL

La glucosa reprime la sintesis de la enzima sobre todo en la fase
estacionaria probablemente por acumulacién de catabolitos o bien,
por un aumento de la proteSlisis. No es un inactivador.

Pu; otra parte, los iones amonio también reprimen la sintesis
de la enzima pero por exclusién del inductor inhibiendo la
permeasa de fenilalanina o por otras razones relacionadas con la
disminucidén de la cantidad intracelular del aminoAcido (Gilbert,
1982)., Wick y colaboradores (1982) establecieron que si se aflade
glucosa al mismo tiempo que el inductor no se altera ni se evita
la sintesis de la FAL ni disminuye su actividad. Orndorfi y
colaboradores (198B) alimentan glucosa una vez que se agota la
inicial y es cuando se termina dicho carbohidrato gue se
manifiesta la enzima FAL.

Evans Y colaboradores (1987) establecieron que es posible que
exista una proteasa que degrada a la FAL. Es probable que las
concentraciones altas de Acido trans-cin&mico activen a la
proteasa mencionada ya que dicho compuesto es téxico para el
microorganismo. El hecho de que se inactive la FAL resultarfa
ventajoso para las células en este caso. En la Figura 3 se pueden
observar los factores gque favorecen la sintesis de la FAL y

aquellos que activan a la proteasa que degrada a la enzima de
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acuerdo con lo reportade por Evans y colaboradores (1%87),
Para estabilizar la FAL, Finkelman y colaboradores (1986),
sugieren que una vez alcanzada la maxima actividad de la enzima,

se someta el cultivo a condiciones anaerobias y casi estéticas.

+ FENILALANIRA
+ TSOLEUCINA
SINTESIS |6
- b GLUCOSA
- AMONIACO
FENILALANINA v
&———————————— FAL ACTIVA
ACIDO TRANS~ + CLORURDS
CINAMICO l 4+ OXIGENO
+ : + ACIDO TRANS-
H ! Proteasa cInaNICO
NR, 1€ que ataca (€—
! a la FAL = FENILALANINA
L — ISOLEUCIKA

— ANAEROBIDSIS

FAL INACTIVA

FIGURA 3. REGULACION DE LA SINTESIS Y DE LA DEGRADACION
DE LA ENZIMA FAL (Evans, 1987)

at  + .= Favorece

--bt . .= = Mo favorece

3.4.4 Intermediarios en el catabolismo de la fenilalanina en R,
glutinis

La fenilalanina es desaminada por la FAL liberando amoniaco y

&cido trans-cindmico el cual es transformado a &cido benzdico que
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a su vez es hidroxilado formando &cido 4-hidroxibenzéico. El
&cide trans-cindmico y el benzéico inhiben fuertemente el
crecimiento de! microorganismo. Por tanto, si la fenilalanina
induce la ruta catabdlica mencionada anteriormente durante la
limitacién de nitrégeno, ademd&s de producir amoniaco (fuente de
nitrégeno}, se transforman los compuestos téxicos a

4-hidroxibenzoazo que no impide el crecimiento (Marusich, 1968).

3.4.5 Peso molecular de la FAL

El peso molectular de la enzima es de 275,000 a 300,000 determinado

por filtracién en gel de Sephadex; y de 275,000 determinado por

centrifugacién en gradientes de sacarosa (Hodgins, 1971).
Aplicando electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil

sulfato de socio, Gilbert y Jack (1981) determinaron gue la enzima

estd constituida por cuatrc subunidades de igual peso molecular

(75,000 daltons cada una).

3,4.6 Sitio activo de la FAL
Hodgins y colaboradores (1971) demostraron que el sitio activo de
la FAL contiere dehidroalanina de la siguiente manera:

Inactivaren la enzima con borohidruro de sodio tritiado y
luego efectuaron una hidrslisis acida. Observaron que unicamente
habfa un fragmentoc radiactivo que migraba junte con alanina al
someter el hicdrolizado a una electroforesis a pH = 1.9, Por lo
tanto, se forma alanina radiocactiva gque proviene de la

dehidroalanina cue es atacada por el borohidruro de sodio.
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No se sabe bien la funcién del grupo dehidroalanina, pero Bse
cree que su carbono g se une al grupo amino del sustratc y que
aumenta la habilidad para separarse del grupo amino protonado.
Después de la disociacién del cinamato, el complejo formado serfa
el de la enzima-amonio, el cual puede liberar iones amonio o bien,
volver a formar L-fenilalanina si se adiciona nuevamente el
cinamato. El grupo amino de la dehidroalanina facilita la unién
del sustrato a la enzima.

Por otra parte, se comprobd que existe un grupo amino
esencial en la enzima. Lo anterior se determindé afiadiendo TNBS
{&cido «rinitrobencensulfénico), que ataca grupos amino. En
presencia de 4&cido cindmice 61.25 mM, no se inactiva la FAL,
conserva el 66% de su actividad.

Es probable que este grupo amino esencial pertenezca a la
dehidroalanina. $Si esto fuera cierto, es posible la formacién de
puentes de hidrégeno o que se presenten interacciones carga-carga
entre e. carboxilo del sustrato y el amino de la dehidroalanina.
Esta interaccién ademds de la del «-amino del sustrato con el
carbono 8 de la dehidroalanina, formaria un intermediario ciclico
que estabiliza la transicidn restringiendo el giro de los enlaces
Yy por lo tanto haciendo la catAlisis mds probable (Parkhurst,

1972).
3.4.7 Punto isoeléctrico

El punto isoceléctrico de la FAL es de 5.4 (Hodgins, 1971; Fritz,
1976).
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3.4.8 pH Sptimo

para la reaccién de desaminacién de L-fenilalanina el pH en el
que se observa la maxima actividad es de 8.5 (Wieder, 1979),
mientras que para la sintesis del aminodcido es de 10.0 (Yamada,

1981).

3,4.9 Temperatura éptima

La temperatura Sptima de la FAL es de 49°C ( Wieder, 1979).

3,4.10 Estabilidad en funcion del pH

Para determinar la estabilidad a diversos pHs, se preincubs la
enzima a 60°C durante 15 minutos en buffer de fosfatos 0.01M cada
uno a un pH distinto y se midié la actividad remanente. Se
dezerminé que la estabilidad de FAL es mayor a un pH = 7.0 (Ogata,
1967).

3.4.11 Estabilidad a la temperatura

Se sometié la enzima suspendida en buffer de Tris-HCl 0.06M de pH
= 8.5 a un calentamiento a diferentes temperaturas durante 5
minucos y se midi6 la actividad remanente. Al calentar a 60°C se
conservé el 100% de la actividad; a 65°C el 25% y a 70°C se.

inactivé la enzima (Ogata, 1967).
3.4.12 Efecto de reactivos sulfhidrilo
En la Tabla 5 se muestra el efecto de varios reactivos que atacan

selectivamente los grupos sulfhidrile. El para-cloro
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mercuribenzoato (IO'SH) inhibe completamente a la FAL pero es

posible recuperar el 96% de la actividad si se agrega

2-mercaptoetanol o 90% si se afiade glutatién.

TABLA $

EFECTO DE REACTIVOS SULFHIDRILO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
FENILALANINA AMONIO-LIASA (Ogata, 1967)

COMPUESTO CONCENTRACION INHIBICION
(M) (%)
Acido p-cloromercuriben- 1078 100
26ico 107 93
L-c:steina 107 68
L-cistina 107 0

3.4.13 Efecto de metales

En la Tabla 6 se puede apreciar que el mercurioc (II) y el cadmio
(II) en las concentraciones indicadas inhiben completamente a la
enzima. Otros metales como magnesic, manganeso, calcio y fierro

(II) no =ienen efecto.
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TABLA 6

EFECTO DE METALES SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
FENILALANINA AMONIO-LIASA (Ogata, 1967)

COMPUESTO | CONCENTRACION| INHIBICION
(M) (%)
Mgs0, 107 0
MnsO, 107 0
Feso, 107 0
-3
Fe,(SO,), 10 23
cdso, 107 100
HgCl, 107® 100

3.4.14 Efecto de reactivos que atacan grupos carbonilo

La enzima FAL es inactivada al afiadir borohidruro, bisulfito o
cianuro. Lo anterior se evita afadiendo andlogos de sustrato como
&cido feniléctico o D,L-2-hidroxifenilalanina.

El cianuro se une al carbono B del residuo esencial
dehidroalanina. Si se trata la FAL con Na(''CN) y el producto
resultante se hidroliza en medio &cido evaporande el eXceso de
&cido, al someter a una electroforesis juntoc con estdndares se
observa que la mayor parte de la radioactividad migra junto con el
4cido aspértico. Esto indica que el cianuro se une al carbono g8
que puede provenir de la hidrélisis dcida de g-cianoalanina, A su
vez, ésta ultima probablemente se forms por ataque del cinauro en

el carbono g de la dehidroalanina (Hodgine, 1971)
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3.4.15 Especificidad de sustrato y efecto de su cohcentracién

La L-fenilalanina, la L-tirosina, as{ como loe derivados de ambos
compuestos funcionan como sustratos de la FAL. Otros aminodcidos
como alanina, 4cido aspértico, &cido glutémico, L-histidina,
L-lisina, D-triptofano, y L-triptofano no son sustratos de la

enzima (Ogata, 1967)

La D-fenilalanina es un inhibidor competitivo de la FAL, pero
puede actuar como sustrato cuando a8e emplean concentraciones
elevadas de enzima. Esto ultimo es indispensable debido a la baja

afinidad de FAL hacia dicho aminodcido.

La FAL obedece la cinética de Michaelis-Menten. En la Tabla
7 se muestran la Ky la velocidad méxima v, de la enzima de
Rhodotorula glutinis y se comparan con las de Sporobolomyces
pararoseus. La enzima de la primera levadura es m&s afin a la
L-fenilalanina que la de la segunda, pero para la tirosina sucede
lo contrario. La FAL de R. glutinis tiene una alta afinidad hacia
D,L-3-hidroxifenilalanina, anflocgo de L-fenilalanina y su
velocidad méxima con dicho sustrato tiene un valor cercano al
obtenido con L-fenilalanina como sustrato, La K_ con
D-fenilalanina es muy alta lo cual indica gue la enzima es poco

afin a dicho sustrato.
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TABLA 7

COMPARACION DE LA K" Y V_“D! LA FAL DE R. glutinis
Y DE 5. pararoseus

COMPUESTO R. glutinis® S. pararoseus®
K" V;“ K“ méx
(uM) (uM)
L-ferilalanina 2580 1.4 300 1.17
L-tirosina 150 0.67 85 0.33
D,L-3-hidroxi-| 50 - 1.22 a— -
fenilalanina
D-fenilalanina 945 3.09 - _—
x 107¢

a Hodginme, 19T}
b Parkhurst, 1972

3.4.16 1Inhibidores de la FAL

Todos los compuestos probados resultaron ser inhibidores
competitivos de )la enzima, En la Tabla 8 se muestran los valores
de la constante de inhibici6én de diferentes sustancias. Se
observa que el &cido cinémico y sus derivados son los que producen

un mayor grado de inhibicién.
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TABLA 8

INHIBIDORES COMPETITIVOS DE LA FAL (Hodgins, 1971)

COMPUESTO kl(mM)
D-fenilalanina 3.3
D,L-2-hidroxifenilalanina 0.027
scido L-g- fenildctico 1.02
D,L-g-fenileserina 1.95

D,L-a-metil-3-hidroxifenilalanina 3.86

4cido cinémico 0.026
4cido cafeico . 0.27
4cido 3-hidroxicinsmico 0.017
&cido 4-hidroxijcinémico 0,016
&cido hidroxicinamico 0.290

3.5 OTRAS FUENTES DE FENILALANINA AMONIO-LIASA
La enzima FAL se encuentra presente en todas las plantas verdes
incluyendo las criptoégamas superiores (Camm, 1972). También se
encuentra en basidiomicetes (Bandoni, 1968) y en Streptomyces
(Bezanson, 1970},

Las caracteristicas de la enzima varfan dependiendo de su
fuente. E1l peso molecular fluctda entre 226 000 y 330 000. En

la mayorfa de los casos la FAL estA& constituida por cuatro
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subunidades (Havir, 1968; Bezanzon, 1970; Parkhurst, 1971;
Hodgins, 1971}). La de Rhizoctonia solani consta de dos
subunidades (Kalghatgi, 1975).

En general, la FAL puede utilizar como sustrato tanto
fenilalanina come tirosina. En el caso de la enzima de maiz
(Camm, 15971), la de papa (Havir, 1968), la de R. glutinis
(Hodgina, 1971), la de §, pararoseus (Parkhurst, 1972) y la de
Rhizoctonia solani (Kalghatgi, 1975) se trata de una scla enzima
con actividad hacia los dos sustratos antes mencionados. En el
cago de Sporobolomyces roseus se encuentran dos enzimas
diferentes (Camm, 1869).

El sitio activo de la enzima presenta dehidroalanina en todos
los casos. En general, la FAL de fuente microbiana obedece la
cinética de Michaelis-Menten, a excepcidén de la de Rhizoctonia
solani; la enzima de origen vegetal, por ejemplo, la de papa
(Havir, 1968) y la de mafz (Camm, 1972), no cumplen con dicha
cinética.

En la Tabla 9 se comparan los valores de la K_ de la FAL de
diferentes fuentes usando L-fenilalanina como sustrato. Se puede
apreciar que la de Neurospora crassa es la menos afin al sustrato
mencionado, mientras que la de Streptomyces verticillatus es la
gue presenta mayor afinidad.

El pH 6ptimo varfia en un rango de B.5 a 9.0, excepto para la

de Rhodotorula rubra que es de 9.5.
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TABLA 9

Kn DE LA FAL PURIFICADA DE DIFERENTES FUENTES MICROBIANAS
{Sustrato = L-fenilalanina)

FUENTE Km REFERENCIA
(uM)

Rhodotorula glutinis 250 Hodgins (1971}
Rhodosporidium taruloxdes* 600 Gilbert et al. (1985)
Streptomyces verticillatus 160 Bezanzon et al, (1970)
Sporobolomyces pararoseus 300 Parkhurst et al.(1971)
Sporobolomyces roseus 400 Camm et al. (1969)
Rhodotorula rubra 380 Evans et al. (1987)
Neurospora crassa 500 Sikora et al. (1982)
* Enzlea contenida dentro de las células permeabllizadas del

micrecorganismso

La actividad de la enzima FAL que se obtiene con los
diferentes microorganismos presenta diversos valores debido a que
el medio de cultivo, la forma de preparar las células para ensayar
la actividad y el ensayoc mismo no son iguales. La enzima de
Streptomyces verticillatus presenta una actividad muy baja en
comparacién con la de otras fuentes.

En general, la FAL de cualquier fuente es inhibida por
reactivos que atacan el grupo carbonile, como por ejemplo, NacCN,
NaBH‘, entre otros.

En la mayoria de los casos, la enzima es sensible a reactivos
sulfhidrilo, excepto la de papa, la de Streptomyces verticillatus

y la de Rhizoctonia solani.
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3.6 ANTECEDENTES DE APLICACIONES DE LA FENILALANINA AMONIOLIASA
3.6.1 Produccién de L~fenilalanina

Desde gque surgié el edulcorante “aspartamo* ha aumentado
considerablemente la demanda de L-fenilalanina. Tradicionalmente
este aminoAcido se prepara por medio de sintesis quimica y por
fermentacién directa. El proceso ma&s utilizado perte de A&cido
fenilpirdvico que en presencia de la transaminasa correspondiente,
es copvertido a L-fenilalanina.

Otra ruta parte del 4cido acetamidocin&mico que en presencia
de acilasa forma fenilpiruvato el cual es transformado a
L-fenilalanina por accién  de la enzima L-fenilalanina
deshidrogenasa y de NADH y NH:'. El NADH se regenera por la
enzima formatc deshidrogenasa (Schmidt, 1987).

Existe la posibilidad de sintetizar L-fenilalanina a partir
de Acido trans-cinémico y amoniaco en presencia de la enzima FAL.
El problema que presenta este proceso es que la conversién es baja
Y dque al reutilizar la enzima disminuye considerablemente su
actividad adems&s de que se inhibe en presencia de concentraciones
altas de 4cido trans-cindmico (Evans, 1987). Es posible
estabilizar la FAL y reutilizarla si se somete el cultivo a
condiciones anaercbias (por ejemplo, burbujeando un gas inerte),
si se controla la temperatura disminuyéndola una vez que se
produje la enzima, afadiendo wun alcohol polihidroxilico vy
omitiendo cloruros (Evans, 1987).

En la Tabla 10 se muestran las condiciones para la produccién

de L-fenilalanina propuestas por Yamada y colaboradores (1981) y
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por Volimer y colaboradores (1986).

TABLA 10

CONDICIONES PARA LA PRODUCCION DE L-FENILALANINA

PARAMETRO YAMADA et al. VOLIMER et al,
(1981) (1986)
Temperatura 30°C 14-24°C
pH 10.0 10.4-10.8
Acldo trans-cindmico 30-60 mM 67-135 m"
Amoniaco 7.5 M 5-8 M
Inductor L~Fenilalanina L-fenilalanina,
L-tirosina, o
hidrolizados
de proteiina.
Inductor 0.5g/1 4-8 g/1

Estabilizacién de
la FAL

Fenilalanina
obtenida

0.5% L-isoleuci-
na

18 g/1

+ N_ y disminu-
yendo la agita-
cidn.

30 g/1

a Allmentado e! sustrate gradualmente al avanzar la
feraontacién,

La Compafiia Genex en Estados Unidos utilizaba las células de

Rhodotorula rubra inmovilizadas en vermiculita para producir

L-fenilalanina a partir de &cido trans-cinémico, logrando obtener

hasta 60 g/l del aminodcido (Hamilton, 1985) para Searle que

elabora aspartamo, sin embargo, recientemente Ajinomoto desarrollé
un proceso fermentativo en el que utiliza cepas mejoradas
genéticamente de R, rubra y que es m4s eficiente que el de Genex.

Ademds ofrece la ventaja de que se utilizan azlcares como sustrato
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y no cido trans-cinamico cuyo costo es elevado.

3.6.2 Tratamiento de tumores
Abell Y colaboradores (1973) evaluaron la eficiencia
quimioterapéutica de la FAL inyectada (300 Unidades/kg) en
ratones. Encontraron que el nivel de fenilalanina y de tirosina
en el plasma disminuye rapidemente y se inhibe el crecimiento de
cierto tipo de tumores. En seres humanos, se encontrd que in
vitro, la FAL inhibe el crecimiento celular de limfoblastos.

Si se combina la inyeccién de la enzima purificada con dietas
bajas en fenilalanina, aumenta el tiempo de vida de los ratones

con tumores y se lograr una curacién en el 40% de los casos.

3.6.3 Determinacién cuantitativa de fenilalanina en el plasma

Es posible utilizar la FAL para determinar la concentracién de
fenilalanina en mueetras de plasma de todos los neonatos para
efectuar el diagn&stico oportuno de la fenilcetonuria aplicando un
método espectrofotométrico répido, sensible y que requiere sdlo
una pequefia cantidad de muestra de sangre (aproximadamente 80ul)
que se obtienen en tubos capilares con heparina por puncién en un
dedo o en el talén. Es una alternativa al ensayo semicuantitative
de Guthrie que se basa en el cambio de 1la inhibicién del
crecimiento de Bacillus subtilis por B-2-tienilalanina debido a la
presencia de fenilalanina, que es el método més utilizado para
detectar la fenilcetonuria.

El métode propuesto por Rong-Sen y colaboradores (1977) para
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cuantificar fenilalanina presenta resultados comparables con los
que s6e obtienen con el analizador de aminodcidos o por
espectrofluorometria, con la ventaja de que es mucho mis rdpido
{(se efectia en 20 minutos) y sencillo, ademds de que no se
requiere desproteinizar la sangre. Unicamente se centrifuga la
muestra de sangre y se desfibrina el plasma agregando cloruro de
calcio 0.2M en una relacién de 5% (v/v) y se vuelve a centrifugar.
Se determina la absorbancia a 315% nm para tirosina y como a 290 nm
absorben tanto el dcido para-cumérico come el trans-cindmico, la

fenilalanina se evalua por diferencia.

3.6.4. Tratamiento de 1la fenilcetonuria

Como se menciond anteriormente, la fenilcetonuria se debe a la
deficiencia de la enzima fenilalanina hidroxilasa. S5in embargo,
no resulta practico el tratmiento mediante el reemplazo de dicha
enzima ya que es diffcil aislarla y purificarla de tejidos de
mamiferos en cantidades suficientes. Ademas, su tiempo de
circulacién en el organismo es muy corto y requiere cofactores.
Es factible el tratamiento con otra enzima: la fenilalanina
amonio-~liasa que se puede obtener de fuentes microbianas, no
requiere cofactores (Ambrus, 1978) y los productos que se forman
(4cido trans-cindmico y amonfaco) no son téxicos para el hombre
(Bourget, 1986). La enzima FAL presenta dos inconvenientes: por
un lado, que es antigénica y por otro, que se elimina rdpidamente
de la circulacién en especial al administrarla repetidamente.

Después de cuatro a ocho horas de haber inyectado la FAL
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purificada a rates con fenilcetonuria inducida experimentalmente,
la concentracién de fenilalanina disminuye al 7% respecto a la
inicial y se mantiene este nivel durante 24 horas. En la primera
aplicacién, el tiempo de vida media de la enzima resulté ser de
21: 2 horas y después de siete inyecciones, s6lo de 1.7 horas
(Fritz, 1976).

Debido a lo anterior, no resulta conveniente utilizar la FAL
en forma libre para el tratamiento de la fenilcetonuria.

Existen publicaciones en las que se propone la inmovilizacién
de la enzima en diversos soportes para el tratamiento extacorporal
y en otras para el tratamiento intracorporal. A continuacién se
describen varias alternativas para hacer factible el tratamiento

de la fenilcetonuria con la FAL.

3.6.4,1 Tratamiento extracorporal

Ambrues y colaboradores (1978) reportaron el uso de reactores
enzimiticos multitubulares elaborados con fibras huecas
asimétricas de AMICON de 250 mm de longitud y un di&metro interno
tal que no permite el paso de la FAL pero si el de la fenilalanina
de la sangre y el de los productos de la reaccion. Se colocan
70-90 fibras dentro de una cubierta de Plexiglass y el cartucho se
carga con seroalbimina seguida de FAL, ambas suspendidas en buffer

de fosfato de sodio 50 mM, pH = 7.5.

Los reactores enzimdticos se pueden utilizar para controlar

la concentracién de fenilalanina cuando aumenta mucho debido a
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fiebre, infecciones o embarazo. Se probé que después de circular
la sangre de perros anestesiados y heparinizados por el reactor
enzimdtico durante 15 minutes, el nivel de fenilalanina disminuye
al 10-20% respecto al inicial y esta concentracién se mantiene por
més de dos dias. Los reactores se incorporan entre la arteria y
la vena femoral afadiendo heparina para evitar la coagulacién de

la sangre.

Los reactores enzimdticos presentan las siguientes ventajas:
-No se producen alteraciones fisiolégicas: el ritmo
respiratorio y la presién sanguinea se mantienen estables
durante el tratamiento.
-No se modifica la cuenta de glébulos rojos, blancos ni de
plaquetas.
-La enzima no es atacada por el sistema inmunolégico, ni es
inactivada por el organismo.

~Es posible reutilizarlos.

Sin embargo, los reactores enzimdticos presentan desventajas:
~Se requiere acceso al sistema vascular del paciente.

-Es necesario aplicar un anticoagulante.
-No se pueden emplear para el tratamiento continuo de la

fenilcetonuria, s6lo de manera intermitente.
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3.6,1,2 Tratamiento intracorporal

El tratamiento de la fenilcetonuria aplicando una dieta con bajo
contenido de fenilalanina es efectivo, pero resulta diffcil el
controlar la concentracién del amino&cido en el organismo de modo
que no sea deficiente pero tampoco excesiva. Es un tratamiento
costoso y cuando el nifio comienza a ir a la escuela es muy

problemdtico continuar con la dieta restringida,

Una alternativa es la terapia con la FAL administrada en
forma oral. El problema que se presenta es que la enzima libre es
inactivada répidamente por 1la proteasas del jugo duodenal.
Después de tres minutos se pierde el 50% de su actividad y al cabo

de 30 minutos, se inactiva completamente.

En el jugo duodenal existen tres proteasas principales:
tripsina, quimotripsina y carboxipeptidasa A. Esta idltima no
ataca a la FAL, mientras que la quimotripsina la inactiva 30 veces
mas répido que la tripsina. Para disminuir la velocidad de

inactivacidén de la enzima se reportan varias opciones:

a) UNIR LIGANDOS. Por ejemplo: inhibidores competitivos como
4cido amino-oxiacético, &cido amino-oxifenilpropi6nico, o-tirosina
o écido trans-cindmico. En presencia de ligandos la velocidad de

degradacién de la enzima es mas lenta. (Gilbert, 1981).
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b) UTILIZAR CELULAS PERMEABILIZADAS DE R, toruloides con
actividad de FAL. La pared celular del microorganismo protege del
ataque de las proteasas del jugo duodenal y permite la difusidn
del sustrato y de los productos de reaccién. La degradacién de la
enzima libre en el jugo duodenal presenta una cinética bifésica
con una velocidad inicial de inactivacién ré&pida y luego lenta.
En el caso de la enzima contenide dentro de las células de la
levadura, la cinética de degradacién es también bifésica, pero la
‘velocidad de inactivacién inicial es lenta y luego es répida. Lo
anterior sugiere que durante la inactivacién inicial la pared
celular estd siendo degradada por las proteasas, lipasas, etc.
Posteriormente, las células son rotas y se libera la enzima que es

degradada a igual velocidad que la FAL libre.

En la Tabla 11 se compara la actividad de la FAL libre y de
la contenida dentro de las células del microorganismo sobre 1la

fenilalanina en presencia de ‘ugo duodenal.

La enzima protegida por las células es mds resistente al
ataque de las proteasas del tracto gastrointestinal que la enzima
libre; la primera es atacada en mayor grado por tripsina que por
quimotripsina, lo contrario sucede con la segunda. El tiempo de
vida media en presencia de

Zugo duodenal aumenta de 3.5 minutos a

60 minutos (Gilbert, 1985).
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TABLA 11

COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FAL LIBRE Y DE LA FAL CONTENIDA
DENTRO DE LAS CELULAS DE R. toruloides EN PRESENCIA DE JUGO
DUODENAL (Gilbert, 1985)

Concentracién de fen (mM) a diferentes tiempos
Tiempo en minutos
0 10 30 60 120
Control sin FAL 0.52 0.71 0.90 1.12 1.35
Jugo duodenal 0.48 0.72 0.86 1.02 0.10
+ FAL libre
Jugo duodenal 0.57 0.46 0.24 0.13 0.00
+ células per-
Imeabilizadas

c) INMOVILIZACION DE LA FAL: Existen publicaciones en las que se
reporta la inmovilizacién de la enzima en diferentes soportes con
el fin de poder administrarla oralmente para el tratamiento de la
fenilcetonuria.

En todos los casos que se mencionan a continuacién la enzima
inmovilizada ofrece las siguientes ventajas en comparacién con la
enzima libre:

-Mayor resistencia al ataque de las proteasas del tracto
gastrointestinal,

-Menor inmunogenicidad.

-Mayor resistencia a los cambios de pH del tracto
gastrointestinal.

-Mayor tiempo de vida media en la circulacién aun después de

aplicarla repetidamente.
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i) MICROENCAPSULACION en c¢élulas artificiales de nitrato de
celulosa ultradelgada. Para preparar las microcépsulas se diluye
cierto ndmero de unidades de FAL en solucién al 15% de
hemoglobina y se encapsulan en células artificiales con membrana
ultradelgada de nitrato de celulosa de 150um de didmetro. Se
lavan con solucién que contiene Tween 20 al 1% (v/v) y se
almacenan en el mismo medio a 4°C hasta que se utilicen.

Después de la administracién oral diaria durante seis dias de
microcépsulas con cinco unidades de FAL se logra disminuir la
fenilalanina al 25% respecto al nivel inicial logrando alcanzar un
nivel normal.

Las células artificiales son permeables al sustrate y a los
productos y acttan desaminando la fenilalanina proveniente de los
alimentos a nivel del tracto gastrointestinal antes de que sea
absorbida y pase a la sangre. La enzima microencapsulada presenta
up 30% de la actividad con respecto a la enzima libre a pH
fisiol6gico, pero a pH=8.5 su actividad es igual a la de la

segunda (Bourget, 1986).

iiy ENCAPSULACION DE LA FAL EN GELATINA DURA: Se empacan 50
Unidades de FAL por cédpsula en gelatina dura y se cubre con una
capa entérica y se administran de 100-200 Unidades después de cada
alimento. Se hicieron pruebas con adultos sanos Yy con
fenilcetontiricos y se observé gque al ingerir la enzima
inmovilizada, disminuye la fenilalanina del organismo y aumenta la

concentracién de 4&cido hipirico, proveniente del catabolismo del
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&cido trans-cinémico, en la orina. Los resultados que se
obtuvieron no siempre fueron satisfactorios. Lo anterior puede
deberse a que las cdpsulas flotan en el est6mago y son eliminadas
sin dar la oportunidad de que la FAL actie sobre la fenilalanina
proveniente de la dieta, o bien, a gue el mezclado de la enzima
con el contenido del duodeno no fue eficiente o que la cdpsula no
se disolvié en el duodeno. Para que este método tenga éxito, es

‘necesario encontrar una cubierta adecuada para las cépsulas.

iii) INMOVILIZACION EN POLIETILENGLICOL

El metoxipolietilenglicol de 5000 daltons (PEG) se puede unir
covalentemente a grupos amino de la FAL, Al aumentar el pH
durante la modificacién, es mayor el grado de modificacién debido
a la desprotonaciép de grupos amino primarios. Al aumentar el
grado de modificacién, disminuye la actividad de la enzima
probablemente debido a que el PEG reacciona con grupos sulfhidrilo
esenciales. En presencia de cinamato 5 mM se protege un poco.la
actividad.

Wieder y colaboradores (1979) reportaron que para efectuar la
inmovilizacién de la FAL, se adiciona PEG en polvo a la enzima
suspendida en buffer de fosfato de sodio 0.05M en presencia de
cinamato 5 mM con el pH ajustado al valor gue se desee. Se agita
Yy se remueve el exceso de PEG por didlisis utilizando una membrana
de Amicon.

Al unir la FAL al PEG se modifican sus propiedades

catalfiticas: el pH o6ptimo de la enzima con 52% de sus gqrupos
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amino unidos a PEG est4 entre 9 y 10 que es mayor al de la enzima
libre; la temperatura optima de la FAL modificada es de 44-45°C,
valor inferior al de la enzima libre; no obedece la cinética de

Michaelis-Menten y es menos afin a la fenilalanina (Wieder, 1979).

tv) INMOVILIZACION EN FIBRINA DE SEDA
Inoue ¥y colaboraderes (1980) reportaron la inmovilizacién de 1la
FAL en fibrina de seda que es un material natural empleado para
uso oral. Primero se purifiéa la enzima (actividad especifica de
2.3 unidades/mg de proteina). Se prepara una solucién de fibrina
al 5% (w/v), para lo cual se calienta a 80°C durante tres horas
en solucién alcalina . Se lava con agua y se deja secar, para
posteriormente solubilizarla incubando a 80-85°C con 41% (w/w) de
etanocl. Una vez disuelta se filtra y se dializa contra agua. Se
afiaden 49 ml de solucién de fibrina a 25.3 ml de solucién de FAL
purificada (1000 unidades). Se agrega 1 litro de buffer de
fosfato de potasio 50mM, pH = 6.5 con sulfato de amonioc (43% de
saturacién) agitando vigorosamente durante 3 minutos. Se deja
reposar 30 minutos y se filtra. Se lava con buffer de fosfato de
potasic 5mM, pH = 6.5. La enzima inmovilizada se suspende en 30
ml del mismo buffer, se liofiliza y se logra obtener una actividad
de 110 unidades/gramo.

Se verificé gque la desaminacién de la fenilalanina se realiza
en el duodeno, haciendo un estudio in vivo con ratas a las cuales
se les inyectd la FAL inmovilizada o bien, la enzima iibre y luego

fenilalanina. Se midi6 la concentracién de t-cinamato en el plasma
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a diferentes tiempos y se vié que en presencia de la primera (20
unidades/ kg de rata), aumenta considerablemente el nivel del
metabolito, mientras que al adrinistrar la enzima libre no sucedié
lo mismo. El tiempo de vida media del cinamato inyectado
intravenosamente es de 10-15 minutos mientras que al inyectar la
FAL inmovilizada y fenilalanina el tiempo de vida es de 45 minutos
lo cual indica que la enzima degrada el amino&cido a nivel del
tracto gastrointestinal (Inoue, 1986).

No se alteran las propiedades enzimoldgicas de la FAL y
ademas de las ventajas mencionadas anteriormente, en este caso se
comprobé que la enzima inmovilizada conservada en forma
liofilizada es mas estable que la enzima libre también

licfilizada.

Se puede concluir que para poder administrar la FAL en forma
oral para el tratamiento de la fenilcetonuria es indispensable
protegerla de la accion de las proteasas del tracto
gastrointestinal para que logre llegar al duodeno y que pueda
actuar sobre la fenilalanina proveniente de la dieta antes de que
sea absorbida. El hecho de poder aplicar la enzima FAL por via
oral resulta ventajoso ya que hace posible dar una mayor
flexibilidad en 1la dieta facilitando el tratamiento de la

fenilcetonuria.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 MICROORGANISNO

Se trabajé con  Rhodosporidium toruloides . . (ATCC 10788,
NRRL Y-1091) obtenido del Northern Regional Rescarch Laboratory
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) en

forma liofilizada.

4.2 MEDIOS DE CULTIVO

Todos los medios de cultivo se esterilizaron:.en autoclave
(olla Presto o autoclave distribufdo por Técnica Industrial
Decovi, S.A. de C.V, modelo AV-36) a 15 1b/in® durante 15

minutos.

4.2.1 MHantenimiento del microorganismo
R. toruloides se conservé en agar Y¥YM que contiene 0.3% de
extracto de levadura, 0.3% de extracto de malta, 0.5% de peptona
de soya, 1.0% de glucosa y 2.0% de agar disueltos en agua
destilada.

El microorganismo se sembré en tubos con agar YM en plano
inclinado y se incubé a 2B°C durante 6-7 dias. Una vez
desarrollado, se conservaron los cultivos en refrigeracisn hasta

ser utilizados, Se resembré cada dos meces,
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4.2.2 Crecimiento del microorganismo
4.2.2.1 caldo ¥M: Su composicién es igual a la de 4.2.1 pero

no incluye agar.

4.2,2.2 Hedio CONTROL: 1% de extracto de malta, 1% de glucosa,

0.1% de extrscto de levadura, pH=5.5.

4.2.2.3 oOptimizacién del medio de cultivo para el crecimiento
Primera etapa: En la Tabla 12 se indica la composicién de los
medios de cultivo empleados en la primera fase de la optimizacién

del medio de cultivo por el método estadistico de Box Wilson.

TABLA 12

MEDIOS DE CULTIVO PARA EL PRIMER EXPERIMENTO DE BOX WILSON

Expe- Extracto de Extracto de le-|! Glucosa pH
rimento malta vadura E
(%) (%) (%) (%)
1 0.5 0.1 0.5 5.0
2 0.5 0.1 0.5 6.0
3 0.5 0.1 1.5 5.0
4 0.5 0.1 1.5 6.0
5 1.5 0.1 0.5 5.0
6 1.5 0.1 0.5 6.0
7 1.5 0.1 1.5 5.0
8 1.5 0.1 1.5 6.0
CONTROL 1.0 0.1 1.0 5.5
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Segunda etapa: En la Tabla 18 se indica la composicién de los
medios de cultivo empleados en la segunda fase de optimizacidn

determinados en base a los resultados de la primera etapa.

4.2.2.4 Medio de cultivo déptimo para el crecimiento (Medio con
glucosa)

Contiene 2% de glucosa, 0.86% de extracto de malta, 0.1% de

extracto de levadura y el pH inicial del medio es de 5.40.

4.2.2.5 Influencia de la aireacidén sobre el crecimiento de R.
toruloides

Se colocaron diferentes volumenes de medio de cultivo 4.2.2.4 en
matraces Erlen-Meyer de 500 ml. Cada uno se inoculsé con 10%

(v/v}) de un cultivo previamente desarrollado en el mismo medio.

4.2.3 Medios de cultivo para la induccién de la enzima FAL

4.2.3.1 Determinacién de la concentracidén éptima de
L-fenilalanina en el medio con glucosa (4.2.2.4) para
la produccidén de la FAL

Se colocaron 100 ml de medio 4.2.2.4 en seis matraces Erlen-Meyer
de 250 ml adicionando diferentes cantidades de L-fenilalanina:
Matraz #l: O0.1%; #2: 0.25%; #3: 0.40%; #4: 0.55%; ¥5: 0.70%;
y #6: 1.0%.

4.2,3.2 Medio con glucosa

Contiene 2.0% de glucosa, 0.86% de extracto de malta, 0.1% de
extracto de levadura, 0.55% de L-fenilalanina y el pH inicial del

medio es de 5.40.
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4,2,3,3 Hedio para inducclén (Hodgins, 1971)
Contiene 1.0% de extracto de malta, 0.1% de extracto de levadura

y 0.1% de L-fenilalanina.

4.2.3.4 Medio de cultivo definidos

4.2.3.4.1 0.1% de L-fenilalanina y 1.0 ml de stock de sales*por
cada 100 ml de medio de cultivo.

4,2.3,4.2 0.4% de L-fenilalanina y stock de sales.”

4.2.3.4.3 1.5% de L-fenilalanina y stock de sales."

* Stock de sales: 0.1% de cloruro de sodio; 0.3336% de sulfato
de manganeso monohidratado y 0.1828% de sulfato de fierro

heptahidratado.

4.3 INOCULOS

4.3.1 Indculo conservado en glicerol: Se tomé un ml de cultive
en fase logaritmica en medic YM liquido y se adicion6é a un ml de
glicerol al 30% (v/v) previamente esterilizado. Se prepararon 25

tubos con inéculo y se congelaron hasta ser utilizados.

4.3.2 1Indculos para el experimento de Box-Wilson: Se inocularon
dos asadas de R. toruloides en 100 ml de medio 4.2.2.2 contenido
en un matraz Erlen-Meyer de 250 mlL y se incubd durante 24-26
horas a 30°C, con una agitacién de 180 rpm en la incubadora New
Brunswick modelo G-24. Para inocular cada matraz se afiadié un

10%¢ (v/v) del indculo preparado en la forma mencionada.
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4.3.3 Inéculos para las fermentaciones en el Bio-Flo New
Brunswick Modelo C€30: Se inocularon dos asadas de R. toruloides
conservado en agar YM en plano inclinado en 50 ml de medio

4.2.2.4 vy se incub6 bajo las mismas condiciones de 4.3.2.

4.3.4 1Inoculacién con asadas de R. toruloides conservado en agar
¥YM en plano inclinado: Para las fermentaciones en matraces
Erlen-Meyer se 1inoculd directamente con 2 - 4 asadas del

microorganismo dependiendo del medio de cultive.

4.4 FERMENTACIONES

4.4.1 Fermentaciones en matraces

Se utilizaron matraces Erlen-Meyer de 250 ml con 100 ml de medio
de cultivo. La inoculacién se realizé en una campana de flujo
laminar Veco.

Se empled una incubadora New Brunswick G-24 controlande la
temperatura a& 30°C y con una agitacién rotacional de 180 rpm, a
mencs que se indique lo contrario.

Para sequir el curso de las fermentaciones se tomaron
muestras, bajo condiciones estériles, de diferentes volumenes
segin se requerfa. las muestras se tomaron a intervalos variables
dependiendo del experimento y se determinaron los parédmetros

convenientes de acuerdo al objetive que se perseguifa en cada caso.
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4.4.2 Fermentaciones en el Bio-Flo New Brunswick

Se utilizé un fermentador New Brunswick modelo C-30 con jarra de
500 ml. Se prepararon 450 ml de medioc de cultivo y se esterilizo
en .autoclave. Se inoculé con un 108 (v/v) de cultivo preparado

como se menciond en 4.3.3 .

Las condiciones de fermentacién fueron las siguientes:
Temperatura = 30°C Aireacién = 1 vvm
Agitacién = 600 rpm pH = 6,0 *

* E1 pH se controldé en algunos casos a un valor de 6.0 empleando

una solucidén 0.1 N de hidréxide de sodio.

4,5 TECNICAS PARA EVALUAR EL CRECIMIENTO DEL MICROORGANISMO
Para sequir el crecimiento de R, torulecides en cada fermentacién
se determinaron en las muestras tomadas a diferentes tiempos, uno

o mas de los pardmetros que se mencionan a continuacién:

4.5.1 Densidad dptica: Se diluyé la muestra 1:10 en la mayoria
de los casos y en las fermentaciones en medios con glucosa
generalmente se efectué una dilucién 1:20. Se determind la
densidad 6ptica a 650 nm en un espectrofotémetro Shimadzu UV

120-02.
4.5,2 Peso Seco {X}: Se tomaron 10 ml de muestra y se
filtraron, utilizando un equipo Millipore, & través de un papel

filtro con poros de 45 um de dismetro previamente tarado. Una
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vez filtrada la muestra, se secd en una estufa Riossa modelo EC a
90°C hasta peso constante. Se determiné el peso de las células
restando el peso del papel del valor del pesoc del papel con las
células, Bl peso seco (X) se expresé como g de células por

unidad de volumen.

4.5.2 Concentracién de azicares reductores: Se utilizé el
método de DNS diluyendo previamente la muestra y midiendo la
absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro Shimadzu UV 120-02.
Se interpolé el valor de la absorbancia obtenido en una curva

patrén de glucosa previamente realizada (Figura 4).

4.5.4 pH: Se determiné en un pHimetro Beckman & 41.

4.5,5 Conteo de células: Se utilizé una Cémara de Neubauer para
determinar el ndimero de microorganismos por unidad de volumen de
muestra. Se hicieron diluciones de manera que fuera posible
contarlos. Se contaron las levaduras en 10 cuadres o bien, se
contaron los microorganismos en los 25 cuadros cuando su
distribucién no era homogénea.

Para calcular el No. de células / ml se us6é la siguiente

férmula:
8 celulas tada: 1000 —3
contatas X X Diluclén = No. céls
—_—— ——y —_
Acuadros Q,004mm 1 ol -

ul
cuadro
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4.6 PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EL ENSAYO DE ACTIVIDAD:
PERMEABILIZACION DE LAS CELULAS.

4,6.1 Permeabilizacién con acetona

Se centrifugaron 10 ml de cultivo a 10 000 x g en una centrifuga
refrigerada Danetzki K-24, a 4°C durante 10 minutos, Se descarté
el sobrenadante & se afladieron 20 ml de acetona fria a la
pastilla. Se dejé reposar 15 minutos a 4°C agitando
ocasionalmente. Transcurrido este tiempo, se centrifugé bajo las
condiciones mencionadas anteriormente y la pasilla se lavéd dos
veces con 5 ml de buffer de fosfato de potasio 0.05M pH=7.4 con
0.85% de cloruro de sodio. Los lavados se efectuaron
centrifugando. La pastilla obtenida se suspendié en 1 ml del
buffer mencionado y esta suspensién se utilizé como fuente de la

enzima FAL para el ensayo de actividad.

4,6.2 Permeabilizacién con alcohol iscamilico

Se virtieron 10 ml de cultivo en un matraz aforado de 25 ml y se
le afiadieron 5 ml de alcohol isoamilico., Se aforé con buffer de
fosfato de potasio 0.05M, pH =7.4 con 0.85% de cloruro de sodio.
Se agité durante 1 hora (180 rpm) a temperatura ambiente y
posteriormente se centrifugé bajo las condiciones mencionadas en
4,6.1, La pastilla se resuspendié en 1 m)l de buffer de fosfatos

constituyendo la fuente de enzima.
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3.7 ENSAYO DE ACTIVIDAD
Se determiné la actividad de la enzima FAL siguiendoc el aumento
de absorbancia a 290 nm en un espectrofotémetro Perkin Elmer
Uv/vis, Lambda 3A, durante 7-10 minutos.

La mezcla de reaccién contenia 2.8 ml de buffer de Tris-HCl
0.1 M, pH=8.5; 0.1 ml de suspensién de células y 0.1 ml de
solucién de L-fenilalanina 24.990 mM. La reaccién se inicié
adicionando el sustrato. El volumen total de la mezcla fue de 3
ml. El ensayo se realizé a temperatura ambiente, a menos que se
indique lo contrario.

El blanco contenfia 2.9 ml de buffer de Tris-HCl y 0.1 ml de
suspensién de células,

para determinar la actividad usando como sustrato
L-tirosina, se procedié igual que con L-fenilalanina, pero se
midi6é el aumento de la absorbancia a 315 nm y se afiadieron 0.1 ml
de solucién de L-tirosina 24.99 mM.

Para determinar la influencia de la concentracién de
sustrato sobre la velocidad de reaccién se varié el volumen de
solucién de sustrato y se completé a 3.0 ml con buffer de

Tris-HCl.

DEFINICION DE UNA UNIDAD DE FENILALANINA AMONIO-LIASA

Una unidad de FAL (U) es la cantidad de enzima que produce 1 umol
de &cido trans-cindmico en 1 min en las condiciones del ensayo.
Actividad especifica: Se refirié a la cantidad de células

empleadas en el ensayo (U/g célulasj.
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Chlculo de }a actividad de la FAL:

Ecuacién de Lambert-Beer:

donde

A
€
b
o}

=
"
=

A = (€)(b)(C)

Absorbancia

Coeficiente de absorcién molar
Longitud de la celda
Concentracién molar

En el ensayo de actividad de la FAL se midi6 el cambio de

absorbancia por unidad de tiempo (m), por lo que se modificé la

ecuacién de Lambert-Beer como se muestra a continuacién:

donde m =

m = (e)(b)(v,)

Cambio de absorbancia / min (Pendiente obtenida en el
ensayo de actividad de la enzima)

Cambic de concentracién de &cido trans-cinémico o
para-cumérico / min

Longitud de la celda = 1 cm

Coeficiente de absorcién molar:
¢ Acido trans-cinémico a 290 nm = 10 000 1 cm / mol
¢ &cido para-cumédrico a 315 nm = 10 000 1 cm / mol

Despejando v, de la ecuacién anterior:

I —
! (b)Y (&)

Sustituyendo unidades e introduciendo los factores de

conversién convenientes:

it L}
= m (min ") 1 mol 107umol 11
Yo E ¥ Tem X CTO000 Tem X "Tmel X 000 my X 30
A B c D E ¥ G
v =

' 3 (m) umol producto
men)ZmE cultivo)

64



ACTIVIDAD ERSPECIFICA = vV umol producto x 1 -
T {min) {ml cultivo} X c8lulas
ml cultivo

A
umol producto U
Actividad eapecifica = Tm_mp?‘m = —5cHlaTas

donde

A = Cambio de concentracién / min (Velocidad iniclal)

B = Cambio de absorbancia / min (pendiente obtenida en el ensayo
de actividad de la FAL

Longitud de la celda

Coeficiente de absorcién molar

Factor de conversién

Factor de conversién

Factor de dilucién

Pego seco

TamMmoa
[ ]

4.8 EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD

Se prepararon buffers de Tris-HCl, 0.1M ajustando el pH con &cide
clorhidrico concentrado o con sosa concentrada a diferentes
valores (5.0, 5.5, 6.0. 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 8.0. 9.5, 10.0,
10.5 y 11.0). Se d;zteminé la actividad como se indic6 en 4.7

pero utilizando los buffers con diferentes pHs.

4.9 EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD
Se procedié come se indic6é en 4.7 pero controlando la
temperatura. Se determiné la actividad en un espectrofotémetro
Beckman DU-7 a 30, 35, 40, 45, 50, 55 y 60°C.

La mezcla de reaccién (sin sustrato) se preincubé a la

temperatura del ensayo durante 3 minutos.
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4.10 ESTABILIDAD A DIFERENTES TENPERATURAS

Se incubaron las células permeabilizadas y suspendidas en buffer
de fosfato de potasio 0.05M, pH = 7.4 con 0.85% de cloruro de
sodio a 30, 45 y 55°C. Se tomaron muestras a diferentes

intervalos de tiempo y se determind la actividad remanente.

4,11 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE LA VELOCIDAD
DE REACCION

Se determiné la actividad de la enzima utilizando como sustrato
L-fenilalanina o L-tirosina pero variando su concentracién. Se
procedi6 como en 4.7 modificando el volumen de buffer de Tris-HCl
Y el de solucién de sustrato de modo que el volumen final de la
mezcla de reaccién fuera de 3.0 ml.

También se midié la actividad variando la concentracién de
sustrato como se mencion6, peroc afiadiendo 0.05 ml de suspensién

de células en vez de 0.1 ml.

4.12 ESTABILIDAD DE LAS CELULAS PERMEABILIZADAS DURANTE EL
ALMACEMAMIENTO

Se almacenaron células permeabilizadas bajo condiciones
diferentes y se midié la actividad remanente tomando muestras a
intervalos de tiempo variados. A continuacién se describen las

condiciones de almacenamiento:

4.12.1 En buffer de fosfatos a 4°C: Las células permeabilizadas
se almacenaron en buffer de fosfato de potasio 0.05M pH=7.4 con

0.85% de cloruro de sodio a 4°C. Se usaron frascos color &mbar y
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con tapén de rosca para congervar las células.

4.12.2 En buffer de fosfatos a 4°C en atmésfera de nitrégeno:
Se suspendieron las células en el mismo buffer de 4.12.1 y se
almacenaron bajo las mismas condiciones, pero burbujeando

nitrégeno durante tres minutos antes de cerrar el recipiente.

4.12,3 En buffer de fosfatos adicionando 20%x de glicerol:
Se suspendieron las «células permeabilizadas en el buffer
mencionade en 3.12.1 pero con 20% de glicerol y se almacent a

bajo las mismas condiciones de 4.12.1

4.12.4 En buffer de fosfatos adicionando 20% de glicerol en
atmésfera de nitrégeno: Se procedié como en 4.12.3, pero se

burbujeé nitrégeno cada vez que se abris el recipiente,

4.12.5 En buffer de fosfataos con 30% o con 50% de glicerol en
atmégfera de nitrégeno: Se procedié como en 4.12.4, pero con

las cantidades de glicerol mencionadas.

4,12.6 Secado al vacfo: Las células permeabilizadas se secaron
en una estufa de vacfo Thelco modelo 19 a 30°C y 20 1lb / in®
durante 24 horas. Una vez secas sSe almacenaron en un desecador
a temperatura ambiente. Para determinar la actividad remanente
se pesé una muestra Y se suspendié en buffer de fosfato de
potasio 0.05M, pH=7.4 con 0.85% de cloruro de podio y se procedié

como se menciond en 4.7,
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4.12.7 Liofilizacién: Las células permeabilizadas e
liofilizaron en una Liofilizadora Labconco. Parte de las células
se almacend a tempsratura ambiente dentro de un desecador y otra
parte se almacend a 4°C también dentro de un desecador. Para

determinar la actividad remanente se procedidé como en 3.12.6.

4.13 REACCION DE CONVERSION DE L-FENILALANINA EN ACIDO
TRANS-CINAMICO Y DE L-TIROSINA EN ACIDO PARA-CUMARICO EN UN
REACTOR AGITADO

4.13.1 SUSTRATO = L~fenilalanina: Se preparé una mezcla de
reaccién que contenfa 2.5 ml de guspensién de células, 6.5 ml de
buffer de Tris-HCl 0.1M, pH=8.5 y 1.0 ml de solucién de
L-fenilalanina 24.99 mM de modo que la concentracién final del

sustrato en el ensayo fue de 2499 uM. FEl volumen total fue de 10

ml. La reaccién se realizé a 40°C en celdas <¢on chaqueta
colocadas gobre una parrilla Conrning PC-353 con agitacién
magnética. para mantener constante la temperatura se usé un

recirculador Haake E-52. A intervalos, se tomaron muestras y se
hizo una dilucién 1:20 para medir la absorbancia a 290 nm. Se

muest.reé hasta que la absorbancia permanecié constante,

4.13.2 SUSTRATO = L-tirosina: Se preparé un mezcla de reaccién
que contenfa 2.67 ml de buffer de Tris-HCl 0.1M, pH=8.5; 6.0 ml
de suspensién de células y 1.33 ml de solucién de L-tirosina
24.99 uM de manera que la concentracién final del sustrato fue de
3323.67 uM, Se procedi6é como en 3.13.1, pero la absorbancia se

determiné a 315 nm.

28



4.14 WNUTACIOE QUINICA DE R. toruloddes

Para realizar la mutacién del microorganismo se usaron guantes y
e tuvo la precaucién de limpiar .con metanol toda gota del agente
mutagénico que se derramara. Antes de lavar el material empleado

se dejs 24 horas en &cido clorhidrico 0.1 N.

4.14.1 Agente mutagénico: Se usé N-metil-N-nitroso-N-nitroso-
guanidina. Se pesaron 5 mg del agente wmutagénico y se
disalvieron en 25 ml de buffer de citratos 0.01 M, pH=5.0. Se
esterilizé por filtracién recibiendo el filtrado en un matraz

egtéril.

4.14.2 Preparacién del cultive del microorganismo: Se
inocularon 3 asadas de R. toruloides en 100 m) de medio 4.2.3.3 y
se incubé en una incubadora New Brunswick G-24 a 30°C con una

agitacién de 180 rpm durante 18 horas.

4.14.3 MNutacién: Se colocéd 1.0 ml de cultivo en 5 cajas Petri
desechables y se agregé 1.0 ml de nitrosoguanidina a cada una. Se
dejé el cultivo en contacto con el agente mutagénico durante 10,
20, 30, 40 y 50 minutos. Para detener la reaccién se afiadieron
8.0 ml de agua estéril / caja. Se hicieron diluciones sucesivas
de cada muestra: 1077 a 107. Se tomé 1.0 ml de cada dilucién
correspondiente a cada tiempo de exposicién y se colocd en una
caja Petri con medio de cultivo 4.2.3.4.3 con 2.0% de agar. Se

extendié utilizando una varilla de vidrio. Se hicieron duplicados
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de todas las muestras. Se incub& a 28°C hasta observar el
desarrollo de colonias.

Se preparé un control que no  fue tratado con
nitrosoguanidina, Se hicieron diluciones sucesivas (1072 a 107%)
y también se inoculé en cajas Petri con el mismo medio de
cultivo.

Una vez desarrclladas las colonias, se contaron.

4,14, 4 Seleccién de las cepas que probablemente son
hiperproductoras de la enzima FAL: Se probaron varias técnicas
para seleccionar las posibles mutantes que a continuacién se
describen:

4.14,.4,1 Por el tamafio de las colonias: Se hizo la suposicién
de que las coclonias de mayor tamafilo en el agar 4.2.3.4.3 podrian
ser hiperproductoras.

4.14.4.2 Inoculando en un medio de cultive sélido con um
indicador &cido-base: Se prepararon cajas Petri con el siguiente

medio de cultivo: 1% de peptona de caseina, 0.5% de cloruroc de

sodio, 0.0018% de rojo fenol, 2% de agar y ajustando el pH a 7.4,

También ge prepararon cajas con otro medio de cultivo con 0.1% de

L-fenilalanina, 1 ml de stock de sales y 0.0018% de rojo fenol.

Una vez inoculadas las cajas, se incubaron a 28°C en una estufa

Riossa modelo EC hasta observar el vire del indicador. Se probé

otro indicador: azul de bromotimol que se adicioné al medio de

cultivo mencionado anteriormente pero excluyendo el rojo fenol,.

70



5. RESULTADOS ¥
ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 CRECIMIENTO DE R. toruloides

§.1.1 Fermentacién en medio YM liquido

Se siguié el curso de la fermentacién en caldo YM midiendo 1la
densidad 6ptica, el pH, el No. de células / ml y la concentracién
de glucosa con el fin de definir la curva de crecimiento del
microorganismo y determinar la duracién de cada una de las fases.
En la Tabla 13 se presentan los resultados obtenidos.

En la Figura 5 se muestran las graficas de la cinética del
crecimiento de R, toruloides en el medio YM. Se puede observar
que el pH disminuy6 al avanzar la fermentacién debido al consumo
de glucosa asi como también de otras fuentes de carbono del medio
de cultivo que el microorganismo utiliza para obtener la energila
necesaria para su desarrollo y como producto del catabolismo se
liberan &cidos.

Se puede apreciar que la concentracién de glucosa disminuyé
durante la fermentacién lo cual verifica su consumo por parte del
microorganismo. La concentracién inicial de azlicares
reductores, expresada como glucosa, fue mayor que la cantidad de
glucosa que forma parte del medio liquide YM (10 g/ 1 ) debido a
que el extracto de.malta también aporta azicares.

La densidad 6ptica (DO) y el No. de células / ml de cultivo

variaron de manera muy similar al transcurrir la fermentacién.
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En estas dos curvas se pueden apreciar las diferentes fases del
crecimiento de R. toruloides. La fase lag fue muy larga (16
horas) después de la cual se inicié la fase logaritmica
aproximadamente a las 18 horas y posteriormente, a partir de las
38 horas de fermentacién comenzé la fase estacionaria en la cual

précticamente ya no crecié el microorganismo.

TABLA 13

EVOLUCION DE UNA FERMENTACION EN MHATRAZ AGITADO
EN EL MEDIO YM LIQUIDO

Piempo de pH D.0. (A=6500m) No. céls Concentracién
fermenta- ™ de glucosa
cién(hrs) (x 10%) (g/1)

0 6.08 0.03 2,44 12.92
3 6.07 0.04 3.25 10,87
5 6.02 0.05 4.05 10.10
8 5.96 0.13 90.94 9.60
10 5.95 0.25 261.46 9,31
12 5.94 0.28 304.10 ——
14 5,89 0.42 503,04 ——
16 5.88 0.63 801.46 8.30
18 5.86 1.10 1466.93 7.40
22 5.84 3.30 4595.60 6.20
24 5.71 3.69 5149.80 5.80
28 5,65 4.35 6017.68 5.10
30 5.60 4.59 6300,00 4,90
35 : 5.52 5.33 7466.20 4.50
40 5.50 5.68 7952.50 4.20

72



£l

pH

FERMENTACION EN MEDIO YM LIQUIDO

EN MATRAZ AGITADO

6.

7.0

5

NO. CELULAS/ml (x10%)

o

No.céls/mi

FIGURA 5

T

T
30

40

TIEMPO DE FERMENTACION (Horas)

A

[Glucosal(g/!)

reLucosal (g/1)



El nimero de células/ml indica la cantidad ﬁotal de
microorganismos, tanto viables como no viables, pero es un
pardmetro que permite apreciar el avance de la fermentacién. No
es un date confiable debido a que resulté dificil contar las
levaduras a pesar de que se hicieron diluciones altas de las
muestras, ya cque las levaduras tienden a agruparse y agregarse
impidiendo efectuar un conteo exacto. Adem&s, su distribucién en
la camara de Neubauer no fue siempre homogénea.

La duracién de la fermentacién en este medio de cultivo fue
aproximadamente de 40 horas. Se prepararon inéculos en tubos con
glicerol al 30% con el fin de conservarlos congelados y de poder
disponer de ellos para iniciar otras fermentaciones posteriores.
Sin embargo se presentd el problema de que después de permanecer
un mes en almacenamiento (0°C), el inéculo perdid su viabilidad,
razén por la cual en adelante se inoculd directamente con asadas

del microorganismo conservado en agar YM a 4°C.

5.1.2 Crecimiento en el medio para induccién de la FAL

Se siguié 1la evolucién de una fermentacién en el medio
recomendade por Hodgins y colaboradores (1971) evaluando los
cuatro parémetros gue se indican en la Tabla 14, Se observa que
el pH aumentd debide a la acecién de la enzima FAL sobre la
L-fenilalanina del medic de cultivo liberé&ndose amoniaco como unc
de los productos de la reaccion. Se determiné el peso seco (g
células/ml cultivo) obteniéndose valores muy bajos comparados con

los reportades en las publicaciones de diferentes autores. Por
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esta razén, se procedié a optimizar el medio de cultivo para el
crecimiento del microorganismo de manera que aumentara la biomasa

que se produce durante la fermentacién.

TABLA 14

EVOLUCION DE UNA FERMENTACION EN MATRAZ AGITADO
EN ELL MEDIO PARA INDUCCION DE LA FAL

Tiempo de pH DO (A= e5onst No. de células Peso seco

fermenta- mi™ (g/1)

cién (hrs) »10
0 5.38 0.38 ] 0.03626
12 5.97 2.66 440 0.8389
14 6.01 2.80 517 0.8880
16 6,18 3.35 526 1.0807
18 6.66 3.70 533 1.2034
20 7.05 3.94 672 1.2876
22 7.25 4.07 705 1.3333

5,1.3 Optimizacién del medio de cultivo para el crecimiento
El medio YM, recomendado para levaduras aporta los nutrimentos
que requieren para su desarrollo; sin embargo, no es
necesariamente el 6ptimo para el crecimiento de R. toruloides.
Se aplicd el método de Box Wilson para optimizar el medio de
cultivo fijando como objetivo el aumentar la cantidad de biomasa
que se produce durante la fermentacién.

Primeramente se efectud una fermentacién en el medio de

cultivo que se usé como CONTROL y que contiene 1% de extracto de



malta, 1% de glucosa y 0.1% de extracto de levadura, ajustandc el
pH a 5.5.

En la Tabla 15 se muestran los resultados obtenidos. Se
puede observar gue se obtiene mayor cantidad de biomasa que en
los medios de cultivo probados anteriormente pero la duracién de

la fermentacién fue mayor.

TABLA 15

EVOLUCION DE UNA FERMENTACION EN MATRAZ AGITADO
EN EL MEDIO CONTRCL

Tiempo de fer- DO (A=650nm) Peso Seco
mentacién (hrs) (g/1)
0 0.49 0.5946
3 0.70 0,6418
13 2.53 1.0532
15.5 , 3.80 .1.3386
17.5 5.09 1.6286
19.5 5.88 1.8062
21 6.32 1,9051
22 7.35 2,.1366
24 7.87 2.4108
26.5 8.57 2.5030
28.5 8.98 2.6199
30.5 9.50 2.8941
39.5 10.72 . 3.0087
42 11.23 3.0987
44 11.63 3,2133
46 12,14 3.4965
66.5 13.40 3.6314
92 14.00 3.7213
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En la Figura 6 se muestra la variacién del peso seco al
avanzar la fermentacit6n en el medio control. Se puede apreciar
que la fase lag en este medio de cultivo fue mucho mas breve
(menor de 10 horas) que en el YM; la exponencial se inicié a
partir de las 12 horas en el primer medio mientras que en el
segundo comenzé a las 18 horas; la fase estacionaria se inicié a
partir de las 60 horas de fermentacién.

Una vez realizada la fermentacién en el medio CONTROL y
sabiendo que después de las 60 horas de fermentacién comienza la
fase estacionaria, se procedié a realizar la optimizacién del

medio de cultive como se menciona a continuacién:

5.1.3.1 Primer estudio de optimizacién del medio de cultivo
Se realizé un primer estudio en el cual se variaron 3 par&metros:
concentracién de glucosa, concentracién de extracto de malta y
pH, manteniendo constantes la concentracién de extracto de
levadura, la temperatura de incubacién y 1la agitacién.
Debido a que se variaron 3 factores se trabajé con 8

experimentos inicialmente:

¢ experimentos iniciales = 2"

donde n = § parémetros a optimizar

como » = 3, # experimentos iniciales = 2° = 8
Para disefiar los medios de cultivo se tomé como base el
medio CONTROL y la unidad de variacién fue de fo.s, por lo tanto,

para el extracto de malta el nivel inferior (concentracién
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inferior) fue de 0.5% y el nivel superior fue de 1.5%, al igual
que para la glucosa; y para el pH, el nivel inferior fue de 5.0 y
el superior de 6.0.

Se prepararen los medios de cultive cuya composicién se
muestra en la Tabla 12; se inocularon con un 108 {v/v) de un
cultivo previamente desarrolladoc en el medio control y se
incubaron a 30°C, con agitacién de 180 rpm determinando la DO a
las 0 horas y a las 64 horas de fermentacién (faee estacionaria).

En la Tabla 16 se muestran los resultados obtenidos.

TABLA 16

RESULTADQS OBTENIDOS EN EL PROCESO DE OPTIMIZACIOM DEL MEDIO DE
CULTIVO POR EL METODO ESTADISTICO DE BOX-WILSON

Experi- DO Do Peso Seco Peso Seco u'
mento (5 /1) (g/ 1) | (e
(%) 0 hrs 64 hrs 0 hrs 64 hrs
1 0.94 13.96 0.6958 3.5283 0.0209
2 0.94 13,44 0.6958 3.3262 0.0204
3 1.04 18.38 0.7182 5.1514 0.0236
4 1.16 17.10 0.7452 4.6785 0.0226
5 1.02 12.34 0.7137 2.9198 0.0189
6 0.90 12.04 0.6868 2.8089 0.0190
7 0.92 17.78 0.6913 4.9297 0.0235
8 9.98 18.12 0.7048 5.0553 0.0236
CONTROL 1.04 16.16 0.7182 4.3312 0,0224

* )i = Velocldsd especifica de crecimiento

Se calculé la v. especifica de crecimiento para cada

experimento. Se puede observar que cuando la concentracién de
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glucosa en el medio de cultivo fue superior a la del CONTROL
(experimentos # 3, #4, l7' y #8) la velocidad especifica de
crecimiento fue mayor en comparacién con la obtenida en el medio
CONTROL, mientras que en los casos en que la cantidad del
monosacdrido mencionado fue menor ( experimentos #1, #2, 45 y #6)
sucedié lo contrario.

Se‘ calcularon los coeficientes de regresién para cada uno de
los par&metros a optimizar en este experimento aplicande la
siguiente férmula:

z Do - Z DO

C.R. = (nivel auperior) tnivel Inferior}
R
no. de experimentos

donde:
C.R. = Coeficiente de regresién

T DO, = Sumatoria de las densidades o6pticas cuando
nlvel superior)

el pardmetro a optimizar tenfa un valor
superior al del CONTROL.

£ Do Sumatoria de las densidades Opticas cuando

{nlvel lnl‘erlur)=
el parédmetro a optimizar tenfia un valor

inferior al del CONTROL.

No. de experimentos = 8

En la Tabla 17 se muestran los coeficientes de regresién.
Se observa que el pardmetro que influye en mayor grado y de
manera positiva sobre el crecimiento de R. toruloides es la
glucosa ya que se obtuvo el valor més alto y positivo del
coeficiente de regresién (+2.45), lo cual Iindica que para
aumentar la biomasa que se produce durante la fermentacitn, es

necesario incrementar la concentracién del componente mencionado.
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Por otra parte, se obtuvo un valor negativo para el extracto de
malta (-0.325) indicando que se debe disminuir su concentracién
en el medio de cultivo., Para el pH el coeficiente de regresioén
también fue negativo (-0.220) y por lo tanto, se debe disminuir.

El promedio de las densidades 6pticas a las 64 horas de
fermentacién es de 15.48. A continuacién se muestra la ecuacién
de regresién obtenida:

Y = 15,48 - 0.,163a + 1.225b - 0.110c
.donde: Factor A = Extracto de malta: (-0.325) (0.5) = -0.163a
Factor B = Glucosa: (2.45) (0.5) = 1.225b

Factor C = Extracto de levadura: (-0.22) (0.5) = =-0.110c

TABLA 17

COEFICIENTES DE REGRESION OBTENIDOS A PARTIR DE LOS EXPERIMENTOS
DE OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO

A B (A x B)
Par&metro “Coeficiente Unidades de Producto
de Regresién Variacién
Extracto de maita -0.325 0.5 -0.163
Glucosa 2.450 0.5 1.225
pH -0.220 0.5 -0.110

De acuerdo con los resultados obtenidos en el primer
experimento, se disefi6 una segunda etapa. Debido a que la
glucosa resultdé ser el pardmetro mds importante para el

crecimiento del microorganismo, se tomé como base para determinar
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el valor de los otros dos pardmetros a optimizar. Se aumenté su
congentracién desde 1% hasta 3% variando 0.5% para cada
experimento.

Los cdlculos para determinar la composicidén de los medics de

cultivoe en la segunda etapa de optimizacién se ejemplifican a

continuacién:
1.,225(g1ucoma; ————— - 0,163 (extracto de maita)
0.5 iglucosa) ———— X

X = -~ 0.066 g de extracto de . malta
x = ~ 0.070

1.225(glycosa) ———— - 0.110¢pn)
0'.5(91ucull) —_— ¥

y = - 0.045 unidades de pH
y = = 0.05 unidades de pH

Por lo tanto, por cada 0.5 unidades que se varid la
concentracién de glucosa, se disminuyé 0.070 unidades la
c.oncentracién del extracto de malta y se disminuys 0.05 unidades
el pH. En la Tabla 18 se presenta la composicion de los medios
de cultivo diseflados para sequnda etapa de optimizacién.

En la Tabla 19 se muestran los resultados obtenidos en la
segunda etapa y en la Figura 7 se puede apreciar la variacién de
la cantidad de biomasa en funcién de .la concentracién de la
glucosa en el medio de cultivo. En el experimento #3 el
crecimiento del microorganismo fue mayo: que en los dem&s casos,
por lo que se consideré como el medio de cultivo ¢ptimo. La

composicién de dicho medio es: 2% de glucosa, 0.86% de extracto
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de malta, 0.1% de extracto de levadura y el pH inicial del medio
es de 5.40. Comparando los resultados de la Tabla 19 con los de
la 16 se puede observar gue en el primer experimento del método de
Box Wilson en dos de los experimentos (#7 y #8) se obtuvo mayor
biomasa final que en el segundo experimento pero esto se debe muy

probablemente a que el inéculo fue mayor en el primer experimento.

TABLA 18

MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS EN LOS EXPERIMENTOS DE LA SEGUNDA
ETAPA DEL METODC DE OPTIMIZACION DE BOX-WILSON

Experi- [Glucosa) (Extracto [Extracto de  pH

mento de malta) levadura)
(4 (%) (%) (%)

CONTROL 1.0 1.00 0.1 5.50
2 . 1.5 0.93 0.1 5.45
3 2,0 0.86 0.1 5.40
4 2.5 0.79 0.1 5,35
5 3.0 0.72 0.1 5.30

Debido a que la fermentacién en los medios de cultivo con
glucosa es muy larga, se realizé un experimento en el cual se
varié la velocidad de transferencia de oxigeno y que se describe

mas adelante.
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TABLA 19

RESULTADOS DE LA SEGUNDA ETAPA DE LA OPTIIZACION
DEL MEDIO DE CULTIVO

Matraz DO DO Peso Seco Peso Seco u'.
0 hrs 66 hrs 0 hrs 66 hrs (hr™")
L] (g /7 1) (g /1)
CONTROL 0.94 14,52 9.6958 3.7252 0.0207
2 0.86 16.38 0.6779 4.4125 0.0222
3 0.80 17.02 0.6643 4.6489 0.0227
4 0.78 15.84 0.6598 4.2129 0.0221
5 0.78 15.34 0.6598 4.0282 0.02:8

* | * velocldad especiflica de crecimiento

EFECTO DEL OXIGENO

Por medio del método de Box Wilson se logrs optimizar el
medio de cultivo para el crecinmiento de R. toruloides con _.a
desventaja de que el tiempo de fermentacidén resulté ser muy largo
lo cual representa una desventaia desde el punto de vista
econémico. Con el objeto de reducir 1la duracién de la
fermentacién se efectué un experimente colocando diferentes
volumenes de medio de cultivo 6ptimo en matraces Erlen-Meyer de
500 ml con el fin de determinar el efecto de la aireaci6n sobre
el crecimiento del microorganismo. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 20. Se puede observar que al aumentar :a
aireacidén, el crecimiento fue mayor (Figura 8). Esto indica,
como es de esperar, gque el oxigeno es un parimetro determinante

para el crecimiento. En 47 horas de fermentaci6én, con una
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TABLA 20

EFECTO DE LA AIREACION SOBRE EL CRECIMIENTO OE R. toruloides

Matraz Volumen N : 00 Peso Seco o
de medio { 4=650 nm) (g/1) -1
() (m1) (mM/hr) {he™)
0 hrs 47 hrs 67 hrs 0 hrs 47 hrs 67 hrs
1 25 90 0.92 18.38 23.42 0.6913 5.1514 7.0140 0.057%
2 50 50 0.94 16.96 19.74 0.6958 4,6267 5.6539 0.0563
3 75 40 0.90 16.52 13.10 0.6868 4.4642 . 5.4174 0.0552
4 100 30 0.94 16.44 19.08 0.6958 4.4346 5.3200 0.0547
5 200 18 0.90 16.26 18.52 0.6868 4.3681 5.2031 0.0540
6 300 13 0.98 15.80 17.88 0.7048 4.1982 4.9666 01.0539

a N = Velocidad de transferencia de oxigeno

b 4= Velocidad especifica de crecimiento
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velocidad de transferencia de oxfgenc de 50 mM/l hr, se lograron
obtener 4.6 g/l que es el resultado lograde en 66 horas de
fermentacién cultivando el microorganismo bajo las condiciones
establecidas para los experimentos del Box Wilson, Se logré

reducir 19 horas el tiempc de fermentacién.

En la Figura 9 se aprecia la relacién entre la velocidad
especifica de crecimiento (u) y la aireacién. Se observa que
mientras mayor es la transferencia de oxigeno, mayor es la u.
Las velocidades especificas de crecimiento obtenidas en este
experimento son aproximadamente 2.5 veces mayores que las logradas

en las fermentaciones anteriores.

Al aumentar la velocidad de transferencia de oxigeno (N) se
logré incrementar considerablemente el crecimiento: a 155‘67
horas de fermentacién, con una N de de 90 mM/l hr, se obtuvieron
7.014 g de células/l de cultive gue es una concentracién elevada

compardndola con las obtenidas anteriormente.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede concluir
que existen dos factores gue son criticos para el crecimiento del
microorganismo: por un lado, la concentracién de glucosa y por

otre, la aireacién.
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5.2 PRODUCCION DE LA ENZIMA FENILALANINA AMONIO-LIASA

Comoc se mencion6é en las generalidades la enzima fenilalanina
amonio-liasa de R. toruloides no es constitutiva por lo que es
necesario incluir alguna sustancia que funcione como inductor en
el medio de cultivo. En este trabajo se afiadié L-fenilalanipa ya
_que .como se demostré en la revisién bibliografica es el inductor
més eficiente. A continuacién se describen los resultados

obtenidos utilizando diferentes medios de cultivo.

5.2.1 FERMENTACIONES EN MATRAZ AGITADO

5.2,1.1 Fermentacién en medio para induccién (4.2.3.3) sin
tratar las células

Se siguié la evolucién de la fermentaci6n en el medio de cultive
reportado per Hodgins y colaboradores (1971). Se determiné la
DO, el pH, el peso seco y‘la actividad de la FAL a diferentes
tiempos.

Inicialmente se utilizaron las células intactas para ensayar
la actividad de la enzima. En la Tabla 21 se muestran los
resultados obtenidos. Se puede apreciar que la actividad
detectada fue muy baja probablemente debido a que la pared
celular dificulta el paso del sustrato y/o la salida del 4cido
trans-cindmico que es el producto que se mide en el ensayo de
actividad.

Come se menciondé en el capitule 3 la mayoria de los
investigadores rompe las células para liberar la enzima y algunos

otros las permeabilizan ya sea previamente al ensayo o bien,

20



incluyen en la mezcla de reacci6on algin agente tensoactivo como
por ejemplo, cloruro de cetil piridinio. Se eligi6 la opcidn de
permeabilizar las células de acuerdo con el métode recomendado por
Gilbert y Tully (1985) empleando acetona y una centrifuga

refrigerada.

TABLA 21

PRODUCCION DE LA FAL EN EL MEDIO PARA INDUCCION (4,2,3.3)

rriempo de' pH DOtA=650nn! Peso Seco "Actividad
fermencacién (g/1) U

{horas) g c&lulas

0 5.38 0.37 0.0362 ——

12 5.97 2.66 0.8389 -——

1z 6.01 2.80 0.8880 0.25

16 6.18 3.35 1.0807 0.26

.8 6.66 3.70 1.2034 0.48

20 7.08 3.94 1.2876 0.89

22 7.25 4.07 1.3333 0.53

* Sin tratar lss céiulas

5.,2,1.2 Fermentacidén en el medio para induccién de la FAL
{Permeabilizando las células)

Cuando se permeabilizaron las células antes de  ensayar la
actividad de la FAL, ésta se expresé efectivamente, En los
primeros experimentos para permeabilizar se afladfan 20 ml de
acetona por cada 10 ml de cultivo. Se realizaron experimentos en
los que se disminuyé el volumen ce acetona ya que se considerd

gue era excesivo. Se procedié como se indicéd en Materiales y
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Métodos obteniendo los resultados gque se muestran en la Tabla
22, Se puede ohservar que con 1.0 ml de acetona se obtuvo
précticamente la misma actividad que con 20.0 ml y por tanto,
resulta innecesario e ineficiente el afladir dicho volumen de
reactivo. El hecho de que varien ligeramente los resultados
obtenidos con las diferentes cantidades de acetona se debe
probablemente a errores experimentales.

En adelante se permeabilizaron las células empleando 1.0 ml

de acetona por cada 10 mi de cultivo.

TABLA 22

PERMEABILIZACION DE CELULAS CON DIFERENTES VOLUMERES DE ACETONA

Volumen Actividad *
de Acetona (%)
(ml)
20 100.00
10 99.89
5 99.87
3 99.96
1 99.97
hd La actlvidad se express como % respecto a 1s obtenida cuando e

anaden 20 m! de acetona

Para verificar gue no se pierde enzima durante el proceso de
permeabilizacidén, se determind Ja actividad en todos los
sobrenadantes. En la Tabla 23 se puede observar que es muy poca
la enzima que se pierde: 1.21x de la actividad total. Sin
embargo, esto -no necesariamente implica que parte de la enzima

intracelular salga de las células y quede en los sobrenadantes ya
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que es muy probable que al separarlos de la pastilla una pequefia

porcién de células pase a éstos.

TABLA 23

ACTIVIDAD EN LOS SOBRENADANTES OBTENIDOS EN EL
PROCESO DE PERMEABILIZACION DE CELULAS

Muestra % Actividad”
Células permeabilizadas 98.79
Medio de cultive Q.15
Acetona 0.00
Primer lavado con buffer de 1.06
fosfatos
Segundo lavado con buffer de 0.00
fosfatos

* Expresada como X de la actividad to-
tal

Por otra parte, se efectué la permeabilizacién de las
células empleando alcohol iscamilico siguiendo 1la técnica
mencionada en Materiales y Métodos. Se comparé la actividad de
la FAL en dos muestras {(de 10 ml cada una) tomadas al mismo
tiempo de fermentacidén pero permeabilizando en un caso con
acetona y en el otro con alcohol isoamilico. No se encontraron
diferencias significativas entre los dos métodos por lo gue se
concluye que es posible permeabilizar las células con cualquiera
de los dos disolventes. Se consulté la toxicidad de ambos y se

vi6é que el alcohol isoamilico es mucho mas tdxico por inhalacién
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que la acetona. A pesar de gue es mas sencillo el procedimiento
para permeabilizar con alecohol isoamilico que con acetona debido
a que se manipula menos la muestra, se prefirié utilizar el
segundo por ser menos téxico y mas econémico.

Se siguié la evolucién de la fermentacién en el medio para
induccidn., Para ensayar la actividad de la FAL se permeabilizaron
las células. En las Tablas 24, 25, 26 y 27 se muestran los
resultados obtenidos en 4 fermentaciones (I, 1II, III ¢ 1V,
respectivamente) en el mismo medio de cultivo. Las fermeniaciones
1y IT se efectuaron el mismo dia siendo la unica diferencia la
cantidad de inéeculo: 0.2430 g/l en la I vy 0.3776 g/l en la II.
Zuando se partié de un indcule menos abundante, la méxima
actividad de la PAL se presentd mas rdpido: a las 15.5 hrs
comparando con la fermentacién II que tardsé 17 hrs, y ademds fue
aproximadamente 1 U/g células mayor en la primera.

Por otra parte, se realizaron las fermentaciones III y IV; en
e! caso de la IIT se inoculd con un cultivo conservado 64 dias en
refrigeracién; mientras que la IV con un cultive recién obtenido.
Za méxima actividad de la FAL alcanzada en ambos casos fue
oradcticamente la misma pero en la fermentacién II1 tardé 18 horas
en presentarse, mientras gque en la IV tardd 16.5 hrs.

Con base a los resultados obtenidos, parece ser que el
wiempo en que se alcanza la maxima“SEtividad de la enzima FAL en
2na fermentacién asi como su valor dependen de la cantidad de
indculo y de su edad.

Por otra parte, se observé que a medida gue avanzé la
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fermentacién, el cultivo cambié de color. Inicialmente era
amarillo, posteriormente cambié a un coler entre amarillo y
anaranjado que coincidié con la méxima actividad de la FAL Yy
después adguirié un color anaranjade bien definido cuando la
actividad empezd a disminuir,

En la Fermentacién I se puede apreciar que el pH aumentd
considerablemente cuande se alcanzé el pico de actividad (de §.45
a 7.28).

A manera de ejemplo, la Figura 10 ilustra la fermentacidn
III. En las fermentaciones realizadas se observé que la mixima
actividad se presenté en la fase logaritmica media a tardia o
bien al inicio de la fase estacionaria coincidiéndo con 1lo
reportado por Ogata (1967), Fritz (1976), Yamada (1981), Marusich
(1981) y Wick (1982).

Se obtuvo una mayor actividad (B8-11.5 Unidades/g células) en
el medio para induccién de la FAL que la reportada por Fritz y
colaboradores {1976) (2 Unidades / g células) en el mismo medio de
cultivo., El tiempo que tarda en alcanzarse la méxima actividad de
la enzima de acuerdo con los autores mencionados, es de 12-14
horas, mientras que en los experimentos realizados fue de 15-18
horas variando c¢n base al in6culo. La productividad en el caso de
los autores mencionados es de 0.1538 U/g hr mientras gue. en
nuestro caso fue de 0.5672 U/g hr. Sin embargo, la biomasa
obtenida fue mucho menor (1.3-1.8 g/l cultivo) gque en la reportada
por Fritz (1976), que es de 12 g/l., Esta diferencia tan grande

puede deberse a que el in6culo no se preparé de la misma manera
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ademés de que las condiciones de fermentacién no fueron iguales
aungue el factor de mayor influencia puede ser la cepa utilizada.
Se calculé la velocidad especifica de crecimiento en el medio
para induccién obteniéndose un valor de 0.045 hrh,
TABLA 24

PRODUCCION DE LA ENZIMA FAL. FERNENTACION I
Inéculo: 0.24 g/l{Cultivo conservado a 4°C 12 dias)

Tiempo de pH DO (A= esona) Peso Seco Actividad

fermenta- U

cién (hrs) (a/ g células
0 6.07 0.96 0.2430 = —--e-
13 6.45 3,76 1.2245 7.36
15.5 J7.28 4.14 1.2911 11,51
18.5 7.32 4.61 1.5224 10.23
20 7.44 5.20 1.7000 6.86
24 7.49 5.33 1.7748 3.27
26.5 7.60 5.56 1.8554 0.33

TABLA 25

PRODUCCION DE LA ENZIMA FAL. FERMENTACION II
In6culo: 0.37 g/l (Cultivo conservado a 4°C 12 dias)

ITiempo de fer- DO (A = 650m) Peso Seco Actividad
mentacién U

(hrs) (g /1) g células

0 1.34 0.3776 ————-

13 4,06 1.3296 6.86

15.5 4.56 1.5049 9.40

17 5.00 1.6591 10.57

18 5.33 1.7748 6.39

20 5.40 1.7993 4.60
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PRODUCCION DE LA ENZIMA FAL.

TABLA 26

FERMENTACION III
Inéculo: 0.73g/l (Cultivo conservado a 4°C 64 dias)

Tiempo de fer- DO {A = 650mm) Peso Seco Actividad
mentacion u
(hrs) tg / 1) g células
0 2.36 0.7338 —----
12,25 3.69 1.1999 3.72
14.75 3.85 1.2560 5 75
16.5 4,28 1.4068 7.86
18 5.29 1.7608 8.59
20.5 5.40 1.7993 6.10
TABLA 27
PRODUCCION DE LA ENZIMA FAL. FERMENTACION 1V
InGculo: 0.45 g/1 (Cultive recién obtenido)

Tiempo de fer- DO (X = 6&50na) Peso Seco Actividad
mentacién (hrs) U

(g / 1) g células

o 1.57 0.4568  -----

12.24 4.16 1.3647 3.35

14.75 4.64 1.5329 6.37

16.5 4.76 1.5750 8.39

is 5.39 1.7958 6.65

20.5 5.42 1.8239 3.3
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Otros autores obtienen mayor actividad de la enzima FAL que
la que se logré, utilizando medios de cultivo de diferente
compos’ién ademds de que la cepa es distinta. Se probaron otros

medios de cultivo para intentar obtener una actividad mayor.

5.2,1,3 Fermentacién en medios de cultivo con L-fenilalanina
como fuente unica de carbono Yy nitrégeno.

Se sigui6é la evolucién de la fermentaci6én en medios de cultivo
definidos con L-fenilalanina como udnica fuente de carbono y
nitrégeno cor el fin de obtener una mayor actividad de la FAL que
en el medio para induccién (medio complejo), pensando en la
posibilidad de que alguno de los componentes de dicho medio no
fuera favorable para la produccién de la enzima.

Se realizaron fermentaciones en medios de cultivo con
diferentes cantidades de L-fenilalanina (0.1%, 0.4% y 1.5%). Se
determinaron la DO, el peso seco y el pH durante el transcurso de
la fermentaciédn. En la Figura 11 se muestran los resultados
obtenidos en términos del crecimiento. En el caso en que se usé
0.3% de L-fenilalanina & las 30 horas se lograron obtener
Gnicamente 0.17 g células/l debido a que la concentracién del
nutrimento fue demasiado baja. Cuando se incluyé un 0.4% de
L-fenilalanina como componente del medio de cultivo, el
crecimiento fue ligeramente mayor: 0.38 g/l al tiempo antes
mencionado, pero aiun es muy baja la concentracién de células si se
compara con la que se obtiene en el medio de cultivo complejo.

Con 1.5% de L-fenilalanina, se aument6é a 0.47 g/1.
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A pesar de que se produce muy poca biomasa, se determiné la
actividad de la FAL utilizando el medio con 1.5% de L-fenilalanina
ya que fue en é&ste en el que se logré un mayor crecimiento del
microorganismo. En la Figura 12 ge presentan los resultados
donde se puede observar que la méxima actividad se present$ a las
27 horas de fermentacion logrédndose una productividad de 0.24 U/g
hr que es menos de la mitad de la obtenida en el medic para
induccién. Al igual que en el medio complejo, la m&xima actividad
se manifeaté en la fase logaritmica tardfa. La actividad fue baja
(6.49 Unidades/g células) en comparacién con la que se obtuvo en
el medio para induccién (8-11.5 Unidades/g células) adem&s de gque
la cantidad de biomasa fue inferior: 1.2621 g/1 en el pico de
actividad. La velocidad especifica de crecimiento en este medio
fue de 0.041 hr' que es menor a la que se obtuvo en el medio para

induccién (medio de cultivo complejo).

Como se puede apreciar en la Tabla 30, el medio de cultivo
deéinido no ofrece ventajas con respecto al medio complejo para
inducecién de la PAL, ys que el tiempo de fermentacién es mayor,
la actividad maxima tiene un valor inferior y se obtiene menor

cantidad de biomasa. Por lo tanto, fue descartado.
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5.2,1.4 Fermentacién en el medio de cultivo con glucosa

Como gquedé manifiesto por los resultados anteriores, en los
medioe definidos el microorganismo crece muy poco. Se probd el
medic de cultive Optimo para el crecimiento del microorganismo
determinado por el método de Box Wilson, pero para inducir la
enzima fue necesario incluir L-fenilalanina como componente del
medio. Se prepararon matraces con medio de cultivo 6ptimo para el
crecimiento de R, toruloides (medio 4.2.2.4) y a cada uno se le
afiadié diferente cantidad de inductor (de 0.1% - 1.0%). En la
Tabla 28 se muestran los resultados obtenides y en la Figura 13 se
observa gque al aumentar la concentracién de L-fenilalanina,
sumentdé la actividad de ls FAL, pero a partir de una concentracién
de 0.55% la actividad fue précticamente la misma. Por lo tanto,
se consideré dicha concentracién del inductor come la 6ptima para
inducir la FAL en este medio de cultive.

La actividad obtenida en este medio de cultivo resultd ser
muy baja en comparacién con la que Bse obtuvo en el medioc para
induccién, Como lae muestras gue se tomaron a las 17.5 y a las
21 horas de fermentacién probablemente no correspondian a la
maxima actividad de la FAL, se determindé la evolucién de la
fermentacién en el medio &ptimo para el crecimiento del
microorganismo incluyendo 0.55% de L-fenilalanina.

En la Tabla. 29 se presentan los resultados obtenidos en el
fermentacién en el medio con glucosa. Se puede observar que la
méxima actividad de la enzima se presenté a las 26 horas de

fermentacidén y su valor fue menor (4.34 Unidades/g células) gque el
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PRODUCCION DE LA FAL EN EL MEDIO CON GLUCOSA (4.2.2.4)

TABLA 28

[L-fenilalanina] [ Do

X 00 X Actividad ] X Act{vidad

(%) (9/) (/1) (u/g) {gn) (u/9)
0 hrs 17 hrs 21 hrs

0.10 0.46 0.5878 .7 1.3364 1.30 4.44 1,4825 2.07
0.25 0.50 0.5968 3.97 1.3768 1.42 - 4,60 1.5184 2.37
0.40 0.47 0.5901 3.92 1.3206 1.59 4.74 1.5499 2.56
0.55 0.51 0.5991 3.44 1.2577 3.57 4.22 1.4330 3.7
0.70 0.49 0.5946 3.73 1.3229 3.40 4.92 1.5904 3.69
1.00 0.49 0.5946 3.50 1.2712 3.53 4.60 125184 3.75
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determinado en el medio para induccién (8-11.5 Unidades/g
células). La productividad fue de 0.17 U/g hr y la velocidad
especifica de crecimiento de 0.052 hr™'. Se aumenté la cantidad
de biomasa, de 1.3-1.8 g/l en el medio para inducci6n a 2.6 g/l en
el 6ptimo para el crecimiento.

Se calcularon las Unidades de FAL que se obtuvieron por cada
litro de cultivo en los dos medios mencionados resultando ser de
11.26 U/1 en el medio 6ptimo de crecimiento, de 8.2 U/l en el
medio con 1.5¢ de L-fenilalanina y de 17.54 U/l en el medio de
induccién, La actividad que se obtuvo en el medio para induccién
fue mayor que en los otros dos medios de cultivo que se probaron.

El medio que contiene glucosa presenta las 6siguientes
desventajas con vrespecto al de induccién: Bl tiempo de
fermentacién es mayor; incluye mayor cantidad de L-fenilalanina y
ademds incluye glucosa lo cual aumenta su costo sin que esto
resulte en una mayor productividad.

Gilbert y Tully (1982) reportaron que la glucosa reprime la
sintesis de la PAL; por otra parte, Orndorfi y colaboradores
(1987) establecieron que es posible aumentar la biomasa si se
incluye glucosa en el medio de cultivo y una vez que se agota se
alimenta mas monosacérido. Comprobaron que la enzimc se
manifiesta hasta que se agota toda la glucosa del medio de
cultivo. En base a lo establecido por Orndorfi y colaboradores
fue que se disefié el medio de cultivo éptimo para el crecimiento
de R. toruloides y se incluyd glucosa como uno de sus

componentes. Sin embargo los resultados obtenides no fueron
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satisfactorios ya que se logré una actividad muy baja.

TABLA 2%

PRODUCCION DE LA FAL. MEDIO CON GLUCOSA

Tiempo de fer-~ DO (A = 650nm) Peso Seco Actividad
mentacisdn U
(hrs) {g /1) g c&Xulas
0 1.40 0.5631  -----
23.75 10.84 2.3655 3.77
26 11.46 2.5946 4.34
28 12.14 2.8459 4.04
30 12.20 2.8680 3.72
32 12.32 2.9124 3.63
34 12.58 3.0084 2.86
TABLA 30
COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
EN DIFERENTES MEDIO DE CULTIVO
(FERMENTACIONES EN MATRAZ AGITADO)
Pardmetro Medio Medios complejos
definido® A ) T
Para Induccién Box Wilson
Peso seco (g/l) 1.26 1.57 2.59
Maxima actividad 6.49 9.77 4.34
(U/g células)
Productividad 0.24 0.57 0.17
{U/g hr)
Unidades/} 8.17 15.34 11.20
u (hrty 0.041 0.045 0.052
a; 1.5X L~fonllalanina y sales
b: 1X extracto de malta, O0.1X de extracto de levadura y 0,1X de

L-fentlalanina

c:  2X glucosa, 0.86X de extracto de malta, 0.1% de extracto de
levadura y 0.55x de L-renllalanina



5.2.2 FERMENYTACIONES EN EL BIO-FLO NEW BRUNSWICK

5.2.2.1 MNedio éptimo para el crecimiento de R, toruloides

Se realizé una fermentacién en el fermentador Bio-Flo New
Brunswick de 500 ml, controlando el pH con el fin de poder
apreciar si éste tiene algun efecto sobre la actividad de la FAL
en el medio de cultivo gue contiene glucosa. En la Tabla 31 se
muestran los resultados obtenidos. EL pH se controlé a 6.0 con
una solucién 0.1 N de hidréxido de sodio evitando que disminuyera
de diche wvalor sin importar que el pH adquiriera valores
superiores a 6.0 ya que se reporta que la enzima es estable a pH
neutro asi{ como también a pHs ligeramente alcalinos.

En la Figura 14 se puede apreciar que la mdxima actividad se
alcanzé a las i4 horas de fermentacién en el fermentador mientras
gue en matraz se logrd a las 26 horas. Se abtuvo mayor cantidad
de biomasa (3 g/l) en la primera que en matraz agitado (2.6 g/l).
La reducci6én del tiempo de fermentacidn y el aumento de biomasa se
debieron seguramente a que en el fermentador fue mayor la
transferencia de oxigeno, factor que como se vié anteriormente,
influye positivamente en el crecimiento del microorganismo.

Se logr6é una productividad de 0.3728 U/g hr dque es
aproximadamente 2 veces superiof a la obtenida cuando 1la
fermentaci6bn se efectué en matraz y la velocidad especifica de
crecimiento (0.0752 hr”) resultd ser 1.5 veces mayor.

Cuando se controlé el pH, se obtuvo upna actividad
ligeramente mayor que la obtenida sin controlarlo. Sin embargo,

la actividad aun fue baja en comparacién con la que se logré en
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el medio para induccién de la FAL. Por esta razén, se descartd

definitivamente el medio de cultivo que contiene glucosa.

TABLA 31

PRODUCCION DE LA FAL EN EL MEDIO DE CULTIVO CON GLUCOSA
FERMENTACION EN EL BIO-FLO CON CONTROL DE pH

Tiempo de fer- DO (A = &650m) Peso Seco Actividad
mentacion U

(hra) (g /1) g células

0 2.40 1.0262 = —--eem

12.5 12.14 2.8459 4.67

14 12.68 3.0454 5.22

16 14.34 3.6587 4.00

18 15.18 3.9691 3.47

19.5 i5.80 4.1982 2.42

23.5 17.84 4.9519 0.14

5.2,2,2 Permentacién en el medio para induccién de la FAL

A) Fermentacién sin control de pH

Se sigui6 el curso de la fermentacién en el medio para induccién
de Ja FAL en un fermentador de 500 ml, En la Tabla 32 se
muestran los resultados obtenidos y en la Figura 15 se muestra la
evolucién del proceso. Durante las primeras horas el pH
disminuysé a medida gque el microorganismo fue creciendo; a las 10
horas de fermentacién el pH aumentdé considerablemente: de 3.5 a

4.4 coincidiendo con la m&xima actividad de la FAL.
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En este caso, se obtuvo prActicamente la misma cantidad de
biomasa y de actividad de la FAL que en la fermentacién que se
realizé en matraces agitados. La ventaja lograda al utilizar el
fermentador es que se redujo el tiempo de fermentacién: de 15-18
horas (en matraz) a 10 horas (en fermentador) lo que implica un
incremento de la productividad de 0.57 U/g hr en matraz a 1.37 U/g

hr en fermentador (2.4 veces).

TABLA 32

PRODUCCION DE LA FAL EN EL MEDIO PARA INDUCCION
FERNENTACION EN EL BIO-FLO SIN CONTROL DE pH

Tiempo de pH DO (A= 650nm) Peso Seco Actividad
fermenta- U

cién (hrs) g/ ) g células

0 6.01 0.34 0.257% = —=-e-

3 5.3 1.67 L ITL T —

4 5,0 2.01 0.6111 = meee-

S 4.9 2.14 0.5466 0 o——---

6 4.8 2.27 0.7002 2,13

7 4.2 2.88 0.9160 3.32

8 3.9 3.98 1.1817 5.50

10 4.4 4.85 1.6065 11.37

10.5 5.5 5.00 1.6591 10.88

12 5.8 5.43 1,8098 7.61

B} Fermentacién con control de pH
En la Tabla 33 se presentan los resultados obtenidos cuando se

controlé el pH evitando que disminuyera de 6.0, A medida que se

112



fue produciendo la enzima, el pH alcanzé valeree superiores a
6.0. Debido a que el microorganismo crece preferentemente a pHs
dcidos, los valores altos de pH ocasionan gque el crecimiento sea

més lento.

TABLA 33

PRODUCCION DE LA FAL EN EL MEDIO PARA INDUCCION
FERMENTACION EN EL BIO-FLO CON CONTROL DE pH

Tiempo dr_e fer- DO (A = 650nm) Peso Seco Actividad
mentacién u
(hrs) g/ 1) g células
0 1.17 0.3166 = ————-
2 1.37 0.3867 =0 oe-oe--
3 1.47 0.4218 = m=e--
4 1.66 0.4884
5 1.91 0.5760
6 2.44 0.7618
7 2.97 0.9476
8 3.37 1.0878
9 4.16 1.3647
10 4.32 1.4208
14 5.72 1.5115
15 5.82 1.5465

En la Figura 16 se observa que la méxima actividad de 1la
enzima FAL se alcanzé en un tiempo similar al de 1la
fermentacién sin control de pH, pero el valor obtenido fue 3 U/g
mayor. En las fermentaciones realizadas en el BIO~FLO fue

posible apreciar con mayor claridad log cambios de c¢olor del



cultivo al avanzar la fermentacién. Al igual que en las
fermentaciones en matraces, inicialmente el color el cultivo es
amarillo; al alcanzar la actividad mdxima, adquiere un color
entre amarillo y anaranjado; y cuando la actividad comienza a
disminuir cambia a un color anaranjado bien definido.

En la misma figura se puede observar que la méxima actividad
de la enzima se present6é en la fase logaritmica tardf{a al igqual
que en las fermentaciones en matraces. Posteriormente, la
actividad disminuy6 probablemente debido al atague de las enzimas
proteoliticas que se liberan cuando las células se lisan al
inicio de la fase estacionaria.

El hecho de que la FAL se manifieste en la fase logaritmica
tardia implica que el microorganismo consume otras fuentes de
carbono y nitrégeno del medio de cultivo de mas fdcil asimilacién
y no es sino hasta que se agotan que se utiliza la
L-fenilalanina.

En esta fermentacién la velocidad especifica de crecimiento

(1) fue de 0.2174 hr’t

que es inferior a la obtenida cuando no se
controlé el pH, sin embargo, la productividad fue mayor en este
caso (l1.63 U/g hr). La productividad en el fermentador fue
aproximadamente 3 veces mayor que la lograda en matraces y la p
cambién fue considerablemente mds alta.

Comparando los resultados obtenidos cuando se utilizé el
medio &ptimo para el crecimiento del microorganismo con los

logrados con el medio para induccién de la FAL, se puede

observar, que la actividad méxima en el segundo fue
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aproximadamente 3 veces mayor que en el primero (cuando se
controlé el pH). Ademés, el tiempo gue tarda en alcanzarse la
méxima actividad fue 5 horas menor en el medio para induccién

representando una ventaja desde el punto de vista econdmico.

En la Fiqura 17 se comparan la actividad y el crecimiento en
el medio con glucosa con los obtenidos en el medio para induccién
de la FAL (con control de pH y sin controlarlo}. Se puede
apreciar que este ultimo medio de cultivo es el mds conveniente
para producir la enzima FAL debido a que se logra una mayor
productividad y adem&s requiere menor cantidad de L-fenilalanina.

En el medio para induccién se detectd actividad de la enzima
a partir de las 6 horas de fermentacién, coincidiendo con lo
reportado por Fritz Y colaboradores (1976). Dichos
investigadores establecieron que la maxime actividad se presenta
entre las 12 y 14 horas de fermentacién, mientras que en este
caso se presenté a las 10 horas cuando no se controlé el pH y a
las 9 horas en el caso gue se controlé¢. En cuanto a la actividad
de la FAL, se obtuvo un valor aproximadamente 6 veces mayor gue
el reportado por los autores mencionados y la productividad fue 9
veces superior a la obtenida por Fritz (1976} (0.15 Y/g hr)
probablemente debido a que se utilizaron cepas diferentes y que

las condiciones de fermentacidn no fueron iguales.
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En la Tabla 34 se comparan los resultados obtenidos en las
fermentaciones realizadas en el BIO-FLO. Se puede apreciar que el
medio de cultivo mé&s conveniente para producir la enzima FAL es el
de induccién reportado por Hodgins y colaboradores (1971)
controlando el pH a un valor de 6.0 ya que es con el que se logra
obtener la mayor productividad. Comparando los resultados de la
Tabla 30 con los de la Tabla 34 se aprecia que en las
fermentaciones en el BIO-FLO se logré incrementar la
productividad, la velocidad especifica de crecimiento y la
actividad de la enzima FAL con respecto a las fermentaciones en

matraces agitados.

TABLA 34

COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS
FERMENTACIONES EN EL BIO-FLO

parémetro Medio con Medio para Induccién®
glucosa®
Sin control de | Com Control
pH de pH
Peso seco (g/l) 3.05 1.61 1.36
Méxima actividad 5.22 11.37 14.70
(U/g células)
Productividad 0.37 1.37 1.63
(U/g hr)
Unidades/1 15.92 18.30 19.99
p (hr'h) 0.075 0.25 0.22
as 2% glucesa, 0.86% extracto do maita, 0O.1% extracto de
levadura, 0.55% L-fenilalanina
b: 1X extracto de maita, 0.1% extracto de levadura, 0.1X de

L-fenilatanina
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5.3 MUTACION QUIMICA DE R. toruloides (Cepa de Coleccidn)

Debido a que en muchas de las publicaciones relacionadas con
la FAL de R. glutinis se reporta que se obtienen actividades
superiores a la lograda en los experimentos realizados, se
intenté obtener una o mas mutantes hiperproductoras de la FAL
tratando con nitrosoguanidina la cepa de coleccién de
Rhodosporidium torulojdes. A continuaci6én se describen 1los
resultados obtenidos.

Una vez realizado el tratamiento con nitrosoguanidina
exponiendo durante diferentes tiempos un  cultivo del
microorganismo, se incubaron loe cultives en cajas Petri con
medio conteniendo L-fenilalanina como fGnica fuente de carbono y
nitrégeno hasta que se desarrollaron las colonias y
posteriormente se contaron. En la Tabla 35 se puede observar que
al aumentar el tiempoc de exposicién al agente mutagénico, fue
menor la cantidad de microorganismos sobrevivientes como era de
esperarse.

Debido a gque el numero de sobrevivientes fue muy alto
incluso cuando se expuso el cultivo durante 50 minutos al agente
mutagénico, fue necesario seleccionar algunas colonias que
pudieran ser hiperproductoras ya que era imposible ensayar la
actividad de todas las cepas,

Para efectuar la selecéién se procedié como se indicé en
Materiales y Métodos. Se pensé utilizar medios de cultivo sé6lidos
con L-fenilalanina y con un indicador de pH ya que al producirse

la enzima FAL se alcaliniza el medio y por lo tanto se esperaba
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observar un vire del indicador., Las colonias que produjeran el
vire en menor tiempo, podrian ser hiperproductoras de la enzima.
Antes de inocular todas las colonias sobrevivientes se hizo una
prueba con cuatro sembré&ndolas en los medios de cultivo sélidos
mencionados.

En el medio de cultivo con rojo de fensl no se pudo detectar
el vire de rojo a amarillo pues el rango de pH al que se presenta
es alto y el microorganismo tardarfa muche tiempc en poder
producir una cantidad suficiente de enzima para alcalinizar el
medio de cultivo y provocar el vire de cclor, por lo que se
descartd este medio de seleccién.

Se probé otro indicador: azul de bromotimol cuyo rango de vire
es mas bajo que el del rojo fenol. En este caso se presenté el
problema de gque al alcalinizarse el medio, el cambio de color era
total, es decir, no se formaba un haloc alrededor de las colonias
sino que toda la caja Petri se modificaba. Debido a que este
medio no permitia saber cuales colonias producfan més répido la
enzima se descarté.

Ante la dificultad para definir una técnica de seleccién de
posibles mutantes se opt$ por realizar la seleccién considerando
que las colonias de mayor tamafio desarrolladas en agar con
L-fenilalanina, podrian ser hiperproductoras.

Se eligieron las 4 colonias de mayor tamafio y se siguid el
cursc de la fermentacidén en dos medios de cultivo: por una parte
el medio definido con 1.5% de L-fenilalanina como unica fuente de

carbono y nitrégeno y por otra el medio complejo para induccién.
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TABLA 35

MUTACION CON NITROSOGUANIDINA

Tiempo de exposicién No.microorganismos Sobrevivientes
(min) ml (%)
0 605 x 10° 10.00
10 461 x 10° 76.24
20 178 x 10° 29.54
30 45 x 10° 7.49
40 35 « 10° 5.86
50 24 « 10° 4.12

La cepa A se seleccioné de la caja de Petri correspondiente
a un tiempo de exposicién de 50 minutos, dilucién 10°%; la cepa B8
del tiempo 40 minutos, dilucién 10°5; la cepa C del tiempo 40
minutos, dilucién 107° y la cepa D del tiempo 30 minutos,
dilucién 1075,
En las Tablas 36 y 37 se muestran los resultados obtenidos.
Se puede observar que en ambos medios de cultivo la méxima
actividad de la FAL lograda por cada una de las posibles mutantes
fue menor en comparacién con la obtenida cuando se utilizé la
cepa de coleccién. En el medio para induccién, el crecimiento de
las posibles mutantes fue mucho mé&s lento que el de la cepa
original; el tiempo de fermentacién fue mayor y la actividad
méxima fue ligeramente inferior. En el medio con 1.5% de
L-fenilalanina el tiempo de fermentacién fue similar, la cantidad

de biomasa correspondiente al tiempo en que se alcanzd la maxima
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actividad fue menor que en el caso de la cepa original y su valor

fue aproximadamente 50% del obtenido con la cepa de coleccidn en

el mismo medio de cultivo.

TABLA 36

PRODUCCION DE LA FAL EN EL MEDIO CON 1,.5% DE L~FENILALANINA
FERMENTACION EN MATRAZ AGITADO

CEPAS A, B, C Y D
Tiempo CEPA A CEPA B CEPR C CEPA D
-] a b
fermenta-| X u/g X u/g X u/g X u/g
cién(hrs)
[1] 0.2641 - 0.2990 ----10,3435 ----10.2990 ----
22 0.5771 1.78 0.7917 3.08| 0.8330 2.67 | 0.7440 2.07
25 0.5810 2.12 0.8394 3.9 0.8679 2.91{0.7776 2.85
27 0.6726 3.65 0.8818 2.84 | 0.8902 3.67 {0.8235 3.03
30 0.7427 1.62 0.9806 1.45] 0.9792 1.76 ]10.8489 1.08
a X = Peso seco (g célulam 7 1 medio de cultivo)
b U/g = Actividad de FAL (Unidades / g células)

Con base en los resultados obtenidos se concluye que las
cepas aisladas no resultaron ser hiperproductoras de la FAL sino

que por el contrario, el tratamiento mutagénico afecté su

crecimiento haciéndolo més lento gue el de la cepa de colecciédn.
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TABLA 37

PRODUCCION DE LA FAL EN EL MEDIO PARA INDUCCION
FERMENTACION EN MATRAZ AGITADO
CEPAS A, B, C YD

Tiempo CEPA A CEPA B CEPA C CEPA D
de a b
fermenta- X u/g X u/g X u/g X u/g
cién(hrs) (g/l) (g/1) (g/1) (g/1)
0 0.0397 ——— 0,0274 ----10.3435 ---- 10,2990 ---—-
22 1.1298 7.37 1.3436 8.20 ;1.2086 6.39 )1.5329 6.55
24 1.1754 9.53 1.4243 8.90 [1.4067 7.88{1.5758 8.38
26 1.3712 8.62 1.5119 | 6.63 11.4278 9.83 [ 1.6301 6.49
28 1.5329 7.42 1.5575 4.81 1 1.6871 7.81 ]1.7012 4.99
a X = Peso seco (g célulam / | medio de cuitivol

b U/Qg = Actividad de FAL (Unldades / g células)

Eg evidente que cualquier programa de obtencién de mutantes
reguiere de un método de seleccién adecuado o bien, probar miles
de las cepas obtenidas ademé&s de que es baja la probabilidad de
obtener un sobreproductor. Considerando los objetivos de este
trabajo con R. toruloides, se decidié abandonar la biisqueda de
mutantes con el fin de caracterizar la enzima de la cepa de

coleccién.




5.4 CARACTERIZACION DE LA ENZIMA FAL DE Rhodosporidium toruioides
5.4.1 ESTABILIDAD DE LA FAL DURANTE EL ALMACENANIENTO

Se almacenaron las células permeabilizadas de Rhodosporidium
toruloides bajo diferentes condiciones con el fin de poder
mantener su actividad el mayor tiempo posible para disponer de la
enzima y poder utilizarla posteriormente.

A continuacién se describen los resultados obhtenidos.

5.4.1,1 Almacenamiento en buffer de fosfatos a 4°C

Las células permeabilizadas y suspendidas en buffer de fosfato de
potasio 0.05M, pH=7.4 con 0.85% de cloruro de sodio, se
almacenaron a 4°C. En la Figura 18 se puede observar que la
enzima FAL no es estable bajo esta condicién de almacenamiento.
La actividad disminuy6é ré4pidarente:! en seis dias perdié casi el
50% y en 12 difas el 97%. Debido a que la enzima conservé su
actividad muy poco tiempo baje las condiciones mencicnadas, se
hicieron modificaciones con e! fin de conservarla por perfodos

mds prolongados.

5.4.1,2 Almacenamiento en buffer de fosfatos a 4°C en atmdsfera
de nitrégenc

Se almacenaron las células bajo las mismas condiciones que en
5.4.1.1 pero burbujeando nitrégeno cada vez que se abris el
recipiente que contenfa las células permeabilizadas con el objeto
de disminuir la cantidad de oxigeno en el medic ya gque segin

Evans y colaboradores (1987) y Finkelman y colaboradores (1986),

124



la estabilidad de la FAL aumenta bajo dicha condicién. En la
Figura 18 se muestran los resultados obtenidos. Se puede
apreciar gque en presencia de nitrégeno aumenté ligeramente la
estabilidad de la enzima ya que auin a los 16 dias de
almacenamiento presenté actividad. En este caso las células se
estabilizaron durante un tiempo mayor pero a pesar de que la
concentracién de oxigeno se mantuvo baja, la actividad fue muy
inestable. Debido a gue un tiempo de vida media de 10 dias
imposibilita cualquier aplicacién comercial de la enzima se
érobaron otras condiciones de almacenamiento para conservarla

durante periodos mayores.

5.4.1,3 Almacenamiento en buffer de fosfatos con 20% de glicerol
4°C sin nitrégeno y con nitrégeno

Se adicion6é 208 de glicerol a las células permeabilizadas y
suspendidas en buffer de fosfatos ya que Evans y colaboradores
(1987) reportaron que los alcoholes polihidroxilices ayudan a
estabilizar la enzima FAL. En la Figura 19 se muestran los
resultados obtenidos. Es evidente que la presencia de 20% de
glicerol estabilizé la enzima contenida dentro de las células de
R. toruloides ya que el tiempo de vida media se incrementé de tan
solo unos dias a 2.5 meses.

En la misma Figura se puede apreciar que sin nitrégeno la
vida media fue de 43 dfas, mientras que en presencia de dicho gas

fue de 84 dias.
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5.4.1.4 Almacenamiento en buffer de fosfatos con 30x y 50% de
glicerol a 4°C en atmésfera de nitrégeno

Se aumenté la concentracién de glicerol a 30% y 50% con el fin de
poder conservar la actividad de la enzima PAL durante periodos
més prolongados.

En la Figura 19 se compara la estabilidad de la FAL
almacenandola suspendida en buffer de fosfatos en presencia de
tres concentraciones diferentes de glicerol. Se observa que el
mejor resultado se obtuvo almacenando en buffer de fosfato de
potasio 0.05M, pH=7.4 con 0.85% de cloruro de sodio, adicionando
30% de glicerol y en atmésfera de nitrégeno ya que se logrd
mantener una actividad superior al 50% durante 85 dias y el
tiempo de vida media fue mayor de 116 dfas, Por lo tanto, el
medio antes mencionado es el mds conveniente para conservar la
enzima en suspensién.

Sorprendentemente con 50% de glicerol la enzima se desactivé
mas rdpido que con 30% lo cual no tiene una explicacién clara a
menos que en el experimento se haya incurrido en algin error como
podrfia ser la contaminacién de la muestra.

pPara verificar que el glicerol no interfiere en el ensayo de
actividad de la FAL se dividié una muestra de células
permeabilizadas en dos partes: una se suspendié en buffer de
fosfatos y la otra en el mismo buffer pero con 30% de glicerol.
Se determiné la actividad como se indicé en Materiales y Métodos
observando que no hubo diferencia significativa entre los
resultados obtenidos indicando que el glicerol no interfiere en

la determinacién de actividad de la enzima.

127



821

ESTABILIDAD DURANTE EL ALMACENAMIENTO

100

BUFFER DE FOSFATOS CON GLICEROL (4°C)

ACTIVIDAD REMANENTE (X)

0 1 T

pH= 74

T T ~T T =T T T T

0 20 40 60 80 100 120

o 20% glicerol +TIEM7?091°1ECQ#WCENAMIENLOSS%{G-?}icerol A 50% glicero!
(Sin Hg) (Con N_) (Con ) (Con N

FIGURA I9



5.4.1.5 Secado de las células permeabilizadas

Con el objeto de incrementar el tiempo de vida media de la enzima
durante el almacenamiento, se procedi6é a secar las células
después permeabilizarlas, en una estufa con vacio. En la Tabla
38 se presentan los resultados obtenidos. Se observa que la
enzima es muy estable si se le conserva en forma seca dentro de un
desecador ya que después de 171 dias de almacenamiento adn

conserva el 43% de actividad con respecto a la inicial.

TABLA 338

ESTABILIDAD DE LAS CELULAS SECADAS AL VACIO
Y ALMACENADAS A TEMPERATURA ANMBIENTE

Tiempo de Actividad Actividad
Almacenamiento Unidades Remanente
(dias) g células {%)
0 2.14 100.00
3 2.13 99.53
7 1.81 84.58
9 1.76 82.24
20 1.52 71.03
43 1.33 62.15
65 1.20 56.07
i 81 1.17 54,67
171 0.92 42.99
La desventaja de este método es que al someter las células
al secado, la actividad disminuye considerablemente: de 5.7

Unidades/g células a 2.14 Unidades/g células, es decir, un 62%.
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A pesar de que se mantiene un nivel alto de actividad durante més
de 4 meses, este método no resulté conveniente debide a la
pérdida de actividad durante el secado. En  un primer
experimento, se secé6 a 40°C con vacio y se pensé que
probablemente la temperatura utilizada habia sido alta y que se
habfa inactivado parcialmente la enzima. Se hizo un segundo
experimento secando a una temperatura de 30°C, pero el resultado
obtenido fue el mismo.

Probablemente si se adicionaran adyuvantes durante el
secado, (por ejemplo, lactosa, sélidos de maiz, entre otros) se

podria mejorar la eficiendia del proceso.

5.4,1,6 Liofilizacién de las células permeabilizadas
En base al experimento anterior, se observé que la actividad de
la FAL se conserva durante perfodos largos si se mantiene en
forma seca. Una alternativa al secadc en una estufa con vacio es
la liofilizacién. Debido a que en este dltimo procedimiento se
mantuvieron las células a una temperatura inferior a 4°C, no hubo
pérdida de actividad de la enzima. En la Tabla 39 se presentan
los resultados obtenidos. Se puede obgervar que la vida media de
la enzima fue superior a los dos meses y medio, al igual que en
el caso en que las células se secaron en una estufa con vacio,
pero con la ventaja mencionada anteriormente.

Comparando los resultados de las Tablas 38 y 39, se observa
que la estabilidad de la enzima seca y de la liofilizada

conservadas a temperatura ambiente resulté ser muy similar; pero
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a 4°C aumentd el tiempo de vida media. Se puede concluir gque el
proceso de secado no influye en la estabilidad de la enzima seca,
pero s{ ocasiona una pérdida de actividad considerable.

En la Figura 20 se compara la estabilidad de la enzima seca
y de la liofilizada almacenada a las dos temperaturas antes
mencionadas. Se observa que se logré la mayor estabilidad de la

enzima conservandola en forma liofilizada a 4°C.

TABLA 3%

ESTABILIDAD DE LA ENZIMA LIOFILIZADA DURANTE EL ALNACENAMIENTO
A TEMPERATURA AMBIENTE Y A 4°C

Tiempo de T = hmbiente T = 4°C

Almacenamiento]| Actividad Actividad Actividad Actividad
{dias) Unidades Remanente Unidades Remanente

g cé&lulas (%) g cé&lulas (%)
0 9.64 100.00 9.64 100.00
3 9.64 100,00 9.64 100.00
11 7.90 81.95 9.40 97.51
18 7.10 73.65 9.24 95.85
42 ©6.20 - 64.32 8.20 85.06
69 5.27 54.66 6.79 70.44
77 5.02 52.12 §.00 62.24
97 4.63 48.03 5.83 60.48
118 4.41 45.75 5.58 57.88
139 4.04 41.91 5.23 54.25
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En la Tabla 40 pe compara la estabilidad de la enzima FAL
almacenada bajo diferentes condiciones. Se observa que la mejor
condici6én para conservar la enzima FAL contenida dentro de las
células permeabilizadas de R. toruloides es en forma liofilizada
almacenéndola a 4°C, o bien, en suspensién en buffer de fosfato
de potasio con 30% de glicerol con concentraciones bajas de

oxigeno almacenando a 4°C.

TABLA 40

COMPARACION DE LA ESTABILIDAD DE LA FAL
BAJO DIFERENTES CONDICYONES DE ALMACENAMIENTO

Condicién de almacenamiento Tiempo de Tiempo de
vida media )} vida media
(dias) {dias)
T=ambiente T = 4C
uffer de fosfatos" nd® 6
uffer de fosfatos, atmésfera de NZ nd 10
uffer de fosfatos con 20% glicerol nd 43
uffer de fosfatos con 20% glicerol en nd 84
atmésfera de nitrégeno
uffer de fosfatos con 30% glicercl en nd 116
atmésfera de nitrégeno
uffer de fosfatos con 50% glicerol en nd 85
atmésfera de nitrdégeno
élulas secadas en estufa con vacio 81 nd
¢lulas liofilizadas 77 139

Bt Buffer de fosfato de potasio 0.05K, pH=7.4 con 0.85X de clo-
ruro de sodlc
L-H nd = No se determiné
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5.4.2 CARMTERIZACION DE CINETICA DE LA FAL
5.4.2.1 Efecto del pH sobre la actividad de la FAL
Con el fin de determinar el efecto del pH sobre la actividad de
la enzima se procedié como se indicé en Materiales y Métodos
obteniendo los resultades que se muestran en la Figura 21. Se
observa gue a pHs menores de 7 la actividad de la enzima es baja
en comparacién con la que presenta a pHs superiores. Dentro del
rango de pH = 7.5 a 10.5 la actividad es mayor del 50% respecto a
la obtenida en el pH 6éptimo que resulté ser de 9.0 lo cual indica
gue la FAL es una enzima alcalina. Wieder y colaboradores (1979)
reportaron gque el pH O6ptimo es de B.5. La diferencia
probablemente se debe a gque el ensayo para determinarlo se
realizd de diferente manera, a que no se utilizd el mismo tipo de
buffer para mantener el pH constante durante el ensayo o bien, a
diferencias entre las cepas utilizadas. En nuestro caso se
trabajé con células con actividad de FAL que se permeabilizaron y
no con la enzima libre camo en el caso de Wieder y colaboradores
y probablemente es por esta razén gquela méxima actividad se
presenté a un pH superior al reportado.

De estos resultados es posible suponer gue podria mejorarse
la estabilidad de la enzima si se almacenara a un pH entre 8.5 y

9.0 en los experimentos mencionados anteriormente.
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5.4.2.2 Efecto de la temperatura sobre la actividad de la FAL

Se determiné la actividad de la enzima a diferentes temperaturas.
En la Figura 22 se presentan los resultados obtenidos. Se
observa que entre 40 y 60°C la actividad es superior al 60% con

respecto a la méxima y entre 50 y 55°C es mayor del 90%.

Wieder y colaboradores (1979) reportaron gue la temperatura
6ptima de la FAL es de 49°C que es menor a la obtenida en nuestro
case probablemente debidc a que se trabajé con células
permeabilizadas que en su interior contienen la enzima y no con
la FAL en forma libre. El hecho de que la enzima esté contenida
dentro de las células puede modificar su respuesta al variar la
temperatura del ensayc de actividad posiblemente debide a que
intracelularmente la enzima es més estable por la proteccién del
medioc ambiente.

Del resultado de la temperatura éptima determinada en este
experimento se puede suponer que la mé&xima actividad lograda en
las fermentaciones descritas anteriormente es menos del 50% de la
real ya que fue determinada a temperatura ambiente y no a la

Gptima.

5.4.2.2.1 Energia de activacién (Ea)

Se aplico la ecuaci6n de Arrhenius para determinar la energifa de
activacioén de la reaccién de desaminacion de L-fenilalanina en
presencia de la FAL, considerando Gnicamente los datos en los gue

al aumentar la temperatura, se lincrementé 1la velocidad de la
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reaccién, es decir, hasta el dato correspondiente a 1la
temperatura Sptima (52.5°C).
A continuacién se presenta la ecuacién de Arrhenius después

de aplicar logaritmos natuales:

1
[

Ink = - + ln A

L)
R T
donde:

k = Constante de rapidez (umol/l min), en este caso, velocidad
inicial de reaccién

E = Energia de activacién (cal/mol)

R = Constante de los gases = 1.987 cal/mol °K
T = Temperatura en grados Kelvin (°K)

A = Factor de frecuencia (umol/l min)

Se consider6 que la constante de rapidez (k) es igual a la
velocidad de reaccién y ésta se expresé como umoles de &cido
trans-cindmico formadas por min por litro.

Al graficar ln k vs L/T (Figura 23) se obtuvo una recta cuya
pendiente corresponde a - E / R y cuya ordenada al origen

corresponde a 1ln A.

Aplicando regresién lineal se obtuvieron los siguientes

resultados:
Pendiente de la recta = - 3137.5049 = - E /R
Ordenada al origen = 12,1275 = ln A

Coeficiente de correlacién = 0.99068
La energfia de activacion result6 ser de 6234.22 cal/mol y el

factor de frecuencia (A) de 1B4,886.9%8 umel/l min.
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5.4.2.2.2 Establlidad de la FAL a diferentes temperaturas

Se incub6 la enzima suspendida en buffer de fosfatos (pH=7.4) a
tres temperaturas diferentes y se tomaron muestras para medir la
actividad remanente a diversos tiempos.

En la Figura 24 se compara la estabilidad de la FAL
incubéndola a 30, 45 y 55°C. Se puede observar gque la enzima
resultsé ser muy estable a 30°C y a 45°C ya que aun después de 7
horas de incubacién conservé més del 90% de actividad respecto a
la inicial, mientras que a 55°C, a las 3 horas de incubacién la
actividad disminuy6 al 69.5% y a las 6 horas presenté dnicamente
el 10.72% de la actividad. A 30°C el tiempo de vida media fue de

99 horas.

La induccién de la FAL se realiza incubando a 30°C y con
este ensayo de estabilidad se comprobd que se mantiene
prdcticamente el 1008 de su actividad durante el tiempo de
fermentacién en el cual se produce, por lo que la desactivacién
posterior a la producci6én no puede deberse a una baja estabilidad

térmica de la epzima.
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5.4.2.3 1Influencia de la concentracidén de sustrato sobre la
velocidad de reaccién

Se r.ealizaron experimentos variando la concentracién de sustrato
en el ensayo de actividad de la FAL. Se trabajé con dos
sustratos: L-fenilalanina y L-tirosina utilizando dos
concentraciones de enzima: 0.1 ml y 0.05 ml de suspensién de
células.

Para calcular la velocidad correspondiente a cada

concentracién de sustrato, se aplicd la siguiente ecuacién:

Velocidad = FPendiente X —:— X lo;"gmol
A B C D
A = Velocidad de la reaccion = umol / litro min
B = Pendiente obtenida en el engayo de actividad (1/min)
C = Coeficiente de extincidén molar del A&cido trans-cindmico a

una longitud de onda de 290 nm o del &cido para-cumidrico a 315
nm., Se considerdé la longitud de la celda igual a 1 cm.

D = Factor de conversién de micromoles a moles

En las Tablas 41, 42 y 43 se muestran los resultados
obtenidos, En los casos en que se utilizé L-fenilalanina al
aumentar la concentracién de sustrato, aumentd la velocidad de la
reaccién hasta alcanzar un méaximo (v_“); mientras que cuando se
trabajé con L-tirosina con concentraciones superiores a 3300 uM
la velocidad disminuy6, es decir, se presenté inhibicién por
exceso de sustrato. Sin embargo, por falta de datos, no se
determiné la constante de inhibicién correspondiente.

Las reacclones se efectuaron a dos temperaturas: 22°c y
40°C. Tanto er el caso de L-fenilalanina y de L-tirosipa la

velocidad inicial fue mayor a 40°C que a 22°C.

142



En las Figuras 25 y 26 se muestran las gr&ficas del inverso
de la velocidad contra el inverso de la concentracién de sustratoc

correspondientes a la ecuacién de Lineweaver-Burk:

= S 1
v v S v

max nax

donde: 1/v = Inverso de la velolocidad = litro min/pumol

Km = Constante de Michaells-Menten = umol/litro

Veéx = Velucidad m&xima = umol/litro min

1/§ = Inverso de la concentracién de sustrato =
litro/pmol

La ecuacién a la que se hizo referencia corresponde a una
linea recta cuya pendiente es Km / Vafx y cuya ordenada al origen
es 1/Vmdx.

Se observa gque la enzima FAL obedece la cinética de
Michaelis-Henten con L-fenilalanina como sustrato y también con
L-tirosina.

Aplicando la ecuacién mencionada se determind la constante
de Michaelis-Menten y la velocidad méxima correspondientes a cada
sustrato realizando el ensayo a 22°C y a 40°C. En la Tabla 44 se
presentan los resultados obtenidos. Se observa que tanto a 22°C
como a 40°C la Km para L-fenilalanina fue mayor gque para
L-tirosina lo cual indica que la enzima FAL tiene mayor afinidad
hacia el segundo sustrato; sin embarge, la velocidad méxima es
considerablemente mayor con L-fenilalanina como sustrato. Se
aprecia que al reducir el volumen de suspensién de células
(fuente de enzima) a la mitad, se obtuvo practicamente la misma

Km, y la velocidad méxima fue aproximadamente el 50% de la que se
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determiné con el doble de concentracién de enzima, lo cual
resulta légico.

Cuando se utilizé L-fenilalanina como sustrato, cen 0.1 ml
de suspensidn de células (fuente de enzima) a 22°C, se obtuvo una
Km de 572.81 umol/ litro que es muy similar a la reportada por
Gilbert y Tully (1985) de 600 pmol/ litro. En ambos casos se
realizé el ensayo con la enzima contenida dentro de las células
permeabilizadas con acetona. Por otra parte, Hodgins vy
colaboradores (1971) reportaron una Km de 250 umol/ litro para la
FAL pero la utilizaron en forma libre obteniéndocla después de
sonicar las células y eliminar los residuos centrifugando.

Por otra parte, se obtuvo una Km para tirosina, de 330 uM
que es el doble de la reportada por Hodgins y colaboradores

(1971), para la enzima libre.
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TABLA 41

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO
SOBRE LA VELOCIDAD DE REACCION
SUSTRATO = L-FENILALANINA

[L-fenilalanina) velocidad inicial® Velocidad inicial®
umol / 1 umol ¢ 1 min umol /.1 min
A B
250,00 1.78 3,45
416,66 2.32 ———
466.66 ——-- 4,37
500.00 2.60 4.81
583,33 ——— 5.02
666,69 ———— 5.40
750.00 3.46 5.869
833,33 3.69 6.14
1166.20 3.85 7.21
1332.80 —— 7.46
1499.40 ——— 7.74
1666.60 ———— 8.30
1832.60 ———— 8.45
1999.20 ———— 8.59
2165.80 4,12 B.89
2499.00 4.31 ———
2915,50 4,59 8.95
3332,00 5.09 8.99
4165.00 5.17 9.74
6247.50 5.61 10.19
8830.00 -—— 10,62
A.: Volumen de suspensién de céjulas = 0.05 ml

-1 -3
6.7810 x 10 g / ensayo, 9.2 x 10 UFAL / ensayo
B : Volumen de wuspenslén de células = 0,10 m}
-3 -
1.3562 x 10 g / ensayo, 1.BY x 10 JU FAL / ensayo

s : Volumen del enssyo 3.0 m., T = 22°C, pH = 0.5
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TABLA 42

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO
SOBRE LA VELOCIDAD DE REACCIONM
SUSTRATO = L-TIROSINA

[L-tirosina) Velocidad inicial® Velocidad inicial®
umol / 1 ,u.molA( 1 min umol é_} min
250.00 1.00 ———
333.33 ——— 2,43
500.00 1.39 2.99
583.33 1.49 3.05
833.33 1.66 ———-
999,60 ——— 3.65
1666.60 1.82 ———
1332.80 : ————— 3.72
1499.40 1.95 _——
1666.60 -——— 3.76
1832.60 2.03 ———
2082.50 ———- 3.95
2499.00 2.10 4.15
2915.50 —_—— 4,20
3332.00 1.48 4.24
3748.50 ———— 3.42
4165.00 1.18 3.15
§247.70 —— 3.12
8830.00 —_—— 3.07
A.: Volumon de suspensién do células = 0.05 ml

-4 -3
6.7810 x 10 9 /7 ensayo, 9.2 x 10 U FAL / ensayo
.o
B ! Yolumen de suspensién de calulas = 0,10 ml
=3 -3
1.3%62 x 10 g / ensayo, 1.84 x 10 U FAL / ensayo

a ¢ Volumen del ensapo 3.0 m, T = 22°C, pH = 8.5



Se determiné 1la desviacién estandar de los datos de
velocidad obteniéndose un valor de 0.1B (¢ n-1).

Todos los ensayos a 22°C se realizaron con enzima cuya
actividad era de 13,57 U/g células, con un pesc seco de 1.3562 g
células/litro de cultivo. Cuando se controlé la temperatura a
40°C, se utilizé FAL con una actividad de 9.40 Unidades g células

y con un peso seco de 1.6374 g células/litro de cultivo.

TABLA 43

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO
SOBRE LA VELOCIDAD DE REACCION
TEMPERATURA = 40°C

{Sustrato] Velocidad inicial® velocidad inicial®
{umol / 1) (umol / 1 min) {umol / 1 min)
Sustrato=L-fenilalanina Sustrato=L-tirosina
83.33 1.50 0.87
166.60 2.17 1.40
250.00 3.72 1.78
500.00 5.37 2,32
833.33 6.23 2.65
1249.00 10.13 2.97
ai Yolumen de auspensién de célutas = 0.10 =l

=3
1,.6374 x 10 g células /7 ecnsayo
-2
1.54 x 10 U FAL 7 ensayo
Voluman / ensayo = 3.0 m!

o
Temperatura = 40°C, pi = 85
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TABLA 44

Km Y v, DE LA ENZIMA FAL

Sustrato T Vol.suspensién Km Vadx
de células

(°c) (ml) () (uM/min)
L-fenilalanina 22 0.05 573.37 5.76
L-fenilalanina 22 0.10 572.81 10.66
L-fenjilalanina 40 0.10 619.30 12.72
L-tirosina 22 0.05 330.03 2.34
L-tirosina 2 0.10 300.70 4,57
L-tirosina 40 0.10 253.58 3,54

5,4.2,4 Conversién de L-fenilalanina en &cido trans-cinémico y
y de L-tirosina en d&cido para-cumérico

Se estudié la cinética de formaciém de productos en presencia de
la enzima FAL utilizando L-fenilalanina como sustrate en un
ensayo y L-tiroeina en otro. Cuando se trabajé con el primer
sustrato se midié el aumento de la absorbancia a 290 nm debido a
la formacién del 4cido trans-cin&mico y cuando se empled
L-tirosina se detect$ el incremento de la abosrbancia & 315 nm
debido a la acumulacién de &cido para-cumArico., Las reacciones
se realizaron a 40°C con el objeto de que procedieran con mayor
velocidad ya que como se observa en la Figura 22, la reaccién es
més répida a dicha temperatura que a la ambiental.

En las Tablas 45 y 46 se presentan los resultados obtenidos.

Se observa gue en el caso que se trabajé con L-fenilalanina como



sustrato, se logré el 95% de conversién de L-fenilalanina a 4cido
trans-cin&mico en un tiempo de 2 horas con 10 minutos; mientras
que con L-tirosina el 99.88% del sustrato se transformé a dcido
para-cumérice en 2 horas con 25 minutos.

En las Piguras 27 y 28 se muestra la variacién experimental
de la conversién de sustrato en funcién del tiempo de reaccién con
L-fenilalanina y con L-tirosina respectivamente. En la misma
figura se incluyen dos modelos tedricos: la ecuacién integrada de
Michaelis-Menten y la ecuacién de inhibicién competitiva. En 1la
Tabla 47 se muestran los datos teSricos correspondientes al modelo
de Michaelis-Menten y al de inhibicién competitiva calculados
mediante el programa “ISISM* (Interactive Simulator) para los dos
sustratos mencionados.

En ambos casos los datos experimentales fueron similares a
los obtenidos con la ecuacién de Michaelis-Menten. Las
pequefias desviacicnes probablemente se deben. a errores
experimentales,

Es conveniente seftalar que tanto el 4cido trans-ciné&mico
como el para-cumdrico, que son los productos formados con
L-fenilalanina y con L-tirosina como sustrato respectivamente,
han sido reportados como inhibidores competitivos de la FAL. A
pesar de que el &cido trans-cinémico es un inhibidor potente con
una KI de 0,026 mM, aparentemente no interfiere en la evolucién
de la reaccién en las condiciones estudiadas.

Los datos obtenidos experimentalmente con los dos sustratos

difieren de manera considerable de los que predice el modelo de
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inhibicién competitiva, en especial en el caso de la
L-fenilalanina por lo que se descar:té dicho modelo. De acuerdo
con los resultados obtenidos se concluyé que la enzima FAL

obedece la cinética de Michaelis-Menten.

TABLA 45

CONVERSION DE L-FENILALANINA EN ACIDO TRANS-CINAMICO

Tiempo de ‘Acido trans- Conversién
reaccién cindmico]
(min) (uM) (%)
17 674 26.97
26 908 36.33
40 1162 46.49
50 1324 52.98
60 1436 57.46
70 1566 62.66
80 1774 70.98
90 1880 75.23
100 1986 79.47
110 2164 86.59
121 2372 94.91
130 2388 95.55
171 2392 95.72

S, * Concentraclén fnleisl de L-fensislentns = 2499 1N
ENSAYO:  4.0936 x 107 g células s szvayo

©.2060 U de FAL 7 ensay:

Voluwen total = 10.0 m.

Temperatura del ensayo = Lonc. pHe E.5
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TABLA 46

CONVERSION DE L-TIROSINA EN ACIDO PARA-CUMARICO

Tiempo de [Acido para- Conversién
reaccién cumdrico}

(min) (uM) (%)
2 90 2.7
15 622 18.71
25 912 27.44
35 1212 36.46
45 1594 47.96
55 1788 53.78
65 2054 61.79
75 2340 70.40
85 2594 78.04
97 2828 85,08
117 3194 96.09
135 3314 99.71
145 3320 99.88
185 3320 99.88

S = Concentracién Inlcia) de L-tirosina = 3323.67 MUK

4]

Yolumen de suspensidén de células

6.0 =l

-1
ENSAYO: 1 x 10 g de células / ensayo
1.4023 U de FAL / cnsaye
Yolumen total / ensayo = 10.0 ml

o
Temperatura del ensayo = 40 C, pH =z B.5
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TABLA 47

REACCION CATALIZADA POR LA FAL
DATOS TEORICOS OBTENIDOS CON EL MODELO DE MICHAELIS-NENTEN
Y CON EL DE INHIBICION COMPETITIVA

MIEMPO CONVERSTION (%)
(min)
L-fenilalanina L-tirosina

Michaelis- Inhibicién Michaelis- Inhibici6n

Menten Competitiva Menten Competitiva
10 9.39 5.94 10.80 10.50
20 18.58 9.56 21.60 20.10
30 27.55 12.37 32.20 29.00
40 36.23 14,73 42.70 36.90
50 44.59 16.79 52.90 44.20
60 52 .58 18.63 62.80 50.80
70 60.13 20.31 72.30 '56.70
80 67.16 21.85 81.10 62.00
90 73.60 23.28 88.80 66.70
100 79.35 24.63 94.80 70.90
110 84 .34 25.88 98.20 74.60
120 88.51 27.08 99.50 71.90
130 91.85 28.22 99.90 80.70
140 94.40 29.30 99.90 83,30
150 96.26 30.33 99.90 85.50
160 97.55 31.32 99.90 87.40
170 98.43 3z2.27 99.80 © 89.10
180 99.00 33,18 99.90 90.50
190 99.37 34.06 99.90 91.80
200 99.60 34.91 99.90 92.90
210 99.75 35.74 99.90 93.90
220 99.85 36.53 99,90 94.70
230 99.90 77.31 99.90 95.50
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6. CONCLUSIONES

1. se efectué una amplia revisién bibliogréfica sobre la
produccién de la enzima fenilalanina amonio-liasa de diversas

fuentes y en especial de Rhodotorula glutinis.

2, Se determiné que el medio 6ptimo para la produccién de la
enzima FAL es el reportado por Hodgins y colaboradores (1971) y
se definieron las condiciones de fermentacién &ptimas en el
Bio-Flo: Temperatura = 30°C, agitacién = 600 rpm, aireacién = 1
v y pH = 6.0 controlado con solucién de hidréxido de sodio (0.1
N). Bajo las condiciones mencionadas se logré una productividad

de 1.63 Unidades de FAL/g hr.

3. Se disefié un medie de cultivo 6ptimo para el crecimiento de
Rhodosporidium toruloides gue no resulté ser adecuado para
producir la enzima FAL, pero que se puede utilizar para la

preparacién de indculos.

4. Se observé que cuando se produce la enzima FAL en el medio
para induccién la actividad maAxima coincide con el cambio de color
del cultivo: de amarillo a un color entre amarillo y anaranjado y

también coincide con un aumento considerable en el pH.
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5. Para realizar el ensayo de actividad de la FAL es necesario

permeabilizar las células.

6, Se obtuvo poca biomasa en comparacién con los resultados
reportadoes por diferentes autores. Al incluir glucosa en el medio
de cultive se logré obtener mayor cantidad de células/l de cultive
pero la productivided fue mucho menor que en el medio para
inducecién (0.37 Unidades de FAL/g hr). A partir de esto se
concluyé que el carbohidrato mencionado afecta la produccidn de la

enzima.

7. Las condiciones 6ptimas para conservar la FAL durante el
almacenamiento para su utilizacién posterior es suspendida en
buffer de fosfato de potasio 0.05M, pH = 7.4 con 0.85% de cloruro
de sodio y 30% de glicerol, en atm6sfera de nitrégenc a 4°C.
otra alternativa es conservarla en forma liofilizada

almacendndola a 4°C.

8, Se caracterizé la enzima FAL contenida dentro de las células
permeabilizadas Be Rhodosporidium toruloides determinando el pH
éptimo, la temperatura éptima, la estabilidad a diferentes
temperaturas. Por otra parte, se determinaron la LW 4 la Vasx

correspondientes a dos sustratos: L-fenilalanina y L-tirosina,

9. La enzima FAL obedece la cinética de Michaelis-Menten tanto

con L-fenilalanina como con L-tirosina. La Vasx con el primer
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sustrato es aproximadamente tres veces mayor que con el segundo.

10.. En el objetive de este trabajo se planted la aplicacién
potencial de la enzima FAL en la elaboracién de productos con
bajo contenido de L-fenilalanina para el tratamiento de 1la
fenilcetonuria. Para poder poner en practica dicho proyecto es
necesario disponer de un hidrolizado de proteina, preferentemente
de caseina con el fin de aportar un patrén de aminodcidos lo més
parecido posible al de la leche. Lo anterior se ha efectuado en
el Departamento de Alimentos de la Facultad de Quimica de la
UNAM. Con base en en el trabajo desarrollado se concluye que es
posible utilizar la enzima FAL contenida dentro de las células
del microorganismo empleado para desaminar la L-fenilalanina
presente en un hidrolizado de protefna formandose dos compuestos:
écido trans-cin&mico que no es téxico para el hombre ya que es
metabolizado hasta &cido hipirico que es eliminado a través de la
orina (Snapper, 1940) y amoniaco que tampoco es téxico. El
micreorganisme utilizado no es patégenc e incluso Gilbert y Tully
(1985) proponen emplear las células de Rhodosporidium toruloides
como vehiculo para administrar oralmente otras enzimas que son

atacadas por las proteasas del tracto gastrointestinal.

11. Existen aun limitantes en cuanto a la aplicacién de la FAL
en el proyecto propuesto:
a) La actividad obtenida no es lo suficientemente alta pues el

proceso de producci6én, a pesar de haber sido optimizado, resulta
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‘en cantidades pobres de enzima.

En el caso de la leche la concentracién de la L-fenilalanina
es de 32 mM por lo que para poder realizar la reaccién de
desaminacién en un tiempo razonable bajo las condiciones
ensayadas se requerirfa de una cantidad de enzima 15 veces mayor
a la empleada en los ensayos mencionados para lograr efectuarla
en un tiempo aproximado de dos horas.

Por lo tanto es forzoso buscar mutantes para incrementar la

productividad.

b) Dada la naturaleza del sustrato (hidrolizado de protefna)
existe la posibilidad de gque se contamine durante el proceso,
Esto dltimo se puede controlar si se efectia la reaccién a
temperaturas de 50°C o superiores ya que bajo esta condicién se
reducirian considerablemente los problemas de contaminacién. En
este trabajo se determind que la enzima es bastante estable a la
temperatura mencionada ademés de que presenta la actividad mayor

a 52,5°C,

¢) Bajo las condiciones ensayadas la reaccién de desaminacién de
L-fenilalanina seria muy lenta. Par acelerarla se tienen las
siguientes opciocnes:

-Aumentar la concentracién de enzima (suspensién de células) con
actividad de FAL en la mezcla de reaccién.

-Trabajar a 52.5°C que corresponde a la temperatura oSptima de la

enzima.
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-De ser posible, trabajar a un pH de 9.0 que es el éptimo de la

FAL.

d) Debido a que la FAL desamina tanto a la L-fenilalanina como a
la L-tirosina, la concentracién de esta dltima en el hidrolizado
protéico disminuiréd también, aunque en menor grado que la de la
primera ya que la enzima actia con mayor velocidad socbre la
L-fenilalapina. Es necesario suplementar el hidrolizado que se

obtenga después del tratamiento enzimitico con L-tirosina.

12. En comparacién con el método que se emplea actualmente para
separar la L-fenilalanina de hidrolizados de casefna, el
propuesto ofrece la ventaja de que es m&s selectivo pues
Unicamente se transforman dos aminocdcidos (L-fenilalanina vy
L-tirosina), mientras que en el caso de mé&todo por adsorcién en
carbén activada se adsorben, adem&s de L-fenilalanina, otros
aminoé&cidos (histidina, triptofane, metionina y tirosina

principalmente) que se deben suplementar al producto final.

13. Queda para estudios posteriores el realizar pruebas aplicando
la FAL a hidrolizades de proteina y establecer las condiciones
6ptimas de reaccién para poder determinar la eficiencia del método
enzimatico propuesto y establecer si compite con el método fisico
tradicional para la elaboracién de los alimentos utilizados en el
tratamiento de la fenilcetonuria, desde el punto de vista

econémico y también en cuanto a su eficiencia.
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14, Una alternativa que resulta de gran interés es la de
inmovilizar las células con actividad de fenilalanina

amonio-liasa con el objeto de poder reutilizaer la enzima.
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