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CAPITULO I 

I!ITRODUCC!Oll 

La Biotecnolog1a, y en particular la tecnologla enzimática 

es un área de creciente desarrollo que ha impactado 

considerablemente la industria de alimentos. Existe la necesidad 

de formular alternativas para la producción y utilización de 

enzimas que contribuyan a la generación de tecnolog1as propias y 

que tiendan al aprovechamiento de nuestros recursos. 

La elaboración del presente trabajo se emprendió en virtud 

de la necesidad de desarrollar y elaborar un producto para el 

tratamiento de la fenilcetonuria que sea accesible para los 

fenilcetonúricos, habiéndose propuesto la utilización de un 

proceso enzimático para su elaboración (López,1989 y Lara,1989). 

La fenilcetonuria es una enfermedad que se hereda en forma 

autosórnica recesiva en la cual hay una alteración en el 

rnetabolisr..o de la fenilalanina: la deficiencia de la enzima 

fenilalanina hidroxilasa. Esto resulta en una acumulación de 

fenilalanina y otros metabolitos en los fuidos corporales cuando 

la ingesta del aminoácido excede los requerimientos 

nutricionales, lo que sucede con una alimentación normal, y el 

exceso no puede ser metabolizado. 

A menos que la enfermedad sea detectada en los primeros dos 

o tres meses de vida y tratada, el desarrollo cerebral es afectado 



y aparecen síntomas como retraso mental, alteraciones 

neurol6gicas, eczema (inflamación superficial de las capas 

dérmicas), y disminución de pigmentación en piel y cabello. Un,1 

vez q·ue estos s1ntomas han aparecido, si el paciente comien.:a 

ser tratado se ayuda a evitar un 

ningUn tratamiento puede revertirlo. 

mayor daño cerebral, pero 

La incidencia de esta enfermedad es relativamente baja: en 

Estados Unidos es de 1 en 11,500 y en Europa de 1 en 10,000. sin 

embargo, se observan variaciones en las diferentes regiones dei 

mundo. En México no se ha estudiado todavía un núrc,ero de. 

pacientes lo suficientemente grande como para tener estadi$ticas 

confiables. 

~ pesar de los esfuerzos que se han desarrollado para encon­

trar diferentes métodos para el tratamiento de la fenilcetonuria, 

s6lamente se ha demostrado que son efectivas las dietas con bajo 

contenido de fenilalanina. Al inicio de la terapia se utiliza un 

producto sin el aminoácido para disminuir su concentración en el 

plasma hasta el nivel normal. Posteriormente se añade 

fenilalanina de otras fuentes, cowo leche o fórmulas infantiles 

para satisfacer los requerimientos minirnos para el crecimiento y 

desarrollo del paciente. Estos requerimientos van cambiando a 

medida que el infante crece, por lo que es necesario checar 

regularmente los niveles de fenilalanina en el plasma y hacer 

ajustes a la dieta para asegurar un desarrollo adecuado. 

2 



Los prodoctos utilizados en estas dietas son fabricados por 

unas cuantas corr.pañ1as farmacéuticas transnacíonales. En México 

no se elaboran, por lo que se requiere su importación, lo que en 

ocasiones dificulta su disponibilidad. 

Existen diferentes tipos de estos productos especiales: 

1) tfozclas de L-aminoácidos, sin fenilalanina, enriquecidos con 

vit'::tminas, rr.inerales y elementos traza. Estas formulaciones 

tienen la desventaja de que tienen un costo muy alto. 

2) Hidrolizados enzimáticos de prote1na, por ejemplo de 

case1na,que se procesan para separar la mayor cantidad posible de 

fenilalanina. Posteriormente se añade grasa, carbohidratos, 

vitdminas y minerales en cantidades apropiadas para cubrir los 

requerimientos nutricionales. 

Actualmente existe un proyecto conjunto entre la Unidad de 

Genética de la Nutrición del Instituto de Investigaciones 

Biorr.édicas de la UNAM, el DIF y el Departamento de Alimentos de 

la Facultad de Qui.mica para producir en México un producto bajo 

en fenilalanina un costo menor que el importado. El proceso 

desarrollado consiste en obtener un hidrolizado de case1na y 

separar posteriormente la fenilalanina del mismo por medios 

físicos, utilizando carbón activado. Este proceso tiene el 

inconveniente de que el carbón activado no solo adsorbe la 

fenilalanina, sino tambien otros aminoácidos aromáticos como 



triptofano y tirosina, que tienen que ser res ti tu idos en la 

reformulación, lo que aumenta el costo del producto, d1s:.-.i:-,uyendo 

la eficiencia global del proceso. 

Para eliminar este inconveniente se ha planteado una 

hipótesis de trabajo que consiste en utilizar una enzima como 

otra alternativa para la segunda etapa del proceso, con el fin de 

lograr una degradación especifica de la fenilalanina. 

La utilización de enzimas en la industria alimentaria 

presenta muchas ventajas: son muy es pee i f icas en su f arma de 

acción, funcionan en co11dicio:ic!; moderadas dr:- temperatura y pH, 

por lo que 

alterar la 

no se requieren condiciones drásticas que puedan 

naturaleza del alimento. su velocidad de r.-.:acci6n 

puede ser controlada al ajustar el pH, la temperatura y la 

concentración de enzima y son fácilmente inactivadas después de 

haber alcanzado el cambio deseado. Las limitaciones para usarlas 

dependen de la enzima: 

disponibilidad a nivel 

suelen ser su a 1 to costo y su 

industrial. Actualmente existe la 

tendencia a emplearlas en forma continua, de esta forma 

muchas reacciones se han vuelto atractivas para la 

industria, pues los costos bajan debido a la alta eficiencia en 

la recuperación de la enzima. 

De las diversas alternativas analizadas por los antecedentes 

existentes en estudios sobre la producción enzimática de 

fenilalanina, se eligió utilizar la enzima fenilalanina 



amonio-liasa (E.e. CJ.l.5.) producida por Sporidiobolus 

™roseus. Esta enz ir..a e atal iza la anti-eliminación del grupo 

amino del carbono 2 y el pro-S-hidrógeno del carbono 3 de la 

L-fenilalanina y la L-tirosina para dar el ácido trans-cinámico 

y el trans-p-cumár ico, respectivamente. La reacci6n se ilustra en 

la figura 1.1. 

Dentro de las diversas fuentes microbianas para la 

producción de la enzirr.a se 5eleccionó Sporidiobolus pararoseus por 

ser una cepa poco estudiada hasta la fecha como fuente de enzima. 

Las enzimas más estudiadas son las producidas por Rhodotorula 

qlutinis y otras especies del mismo género. Sin embargo, en 

ningún caso se ha llegado procesos comerciales para la 

producción de la enzima. 

El objetivo de este trabajo es producir la enzima 

fenilalanina arnonio-liasa de Sporidiobolus pararoseus por vía 

fermentativa y caracterizarla para su posterior aplicación en la 

producción de alimentos libres de !enilalanina. 

Este objetivo comprende varias etapas: 

l. Seleccionar al microorganismo productor de enzima. 

2. Establecer las condiciones para obtener la mayor producción de 

biomasa y actividad enzimática. 

3, Buscar la sobreproducción de la enzima por medio de la 



aplicación de agentes mutágenos al rni.croorganisrno. 

4, Escalar la producción de la enzina. 

s. Caracterizar la enzima desde el punto de vista cinético y de 

estabilidad. 

L-feni lalanina 
(L-lirosina) 

PAL 
~~0011 

(OH)-V 

Ac. Lnms-cin~mico 
(Ac. p-cumárico) 

FIGURA 1.1. Reacción de la enzima fenilalanina amonio-liasa con 

L-feni lalanina y L-tirosina. 



CAPITULO 11 

GENERl\LIDAOES 

2. l. FUENTES DE FENlLALAllillA AMOtlIO-LlhSh 

La enzima L-fenilalanina amonio-liasa (PAL; E.C. 4.3.l.5.) 

se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza. Se ha 

detectado en plantas, hongos y levaduras, pero no en bacterias o 

en células de mamiferos. 

En plantas, esta enzima constituye el paso inicial de una 

ruta metabólica altamente ramificada del metabolismo secundario 

(Marusich et al. 1981). El ácido trans-ciné.mico producido por la 

acción enzim&tica sobre la fenilalanina es posteriormente 

transformado en ligninas y los polifenoles relacionados. En un 

gran nümero de plantas la enzima es inducida por iluminación 

(Yamada et al. 1981). 

Aunque el papel de la fenilalanina amonio-liasa en sistemas 

microbianos está en ocasiones relacionado con el metabolismo 

secundario, como ocurre en plantas, su papel central en 

microorganismos parece ser catabólico, por ejemplo sirviendo como 

un paso degradativo inicial para generar energia utilizable 

(Marusich et al. 1981) . En levaduras no es una enzima 

constitutiva, sino que es inducida por la adición de 

L-fenilalanina o algún análogo al medio de cultivo ( Gilbert ).' 
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Tully, 1982). 

En las tablas 2. l. y 2. 2. se muestra una lista de las 

principales fuentes de fenilalanina amonio-liasa, elaborada a 

partir de una extensa revisi6n bibliogr~fica. 

2. 2. PRODUCCION DE FElHLALANllll\ l\MONIO-Lil\SI\. 

2.2.1. Fenilalanina amonio-liasa de origen vegetal. 

Havir y Hanson (1968), reportan la extracci6n de la enzima a 

partir de rebanadas de papa. Las rebanadas recientemente cortadas 

no presentan actividad enzimática detectable. cuando se exponen a 

la luz, se desarrolla la actividad de la enzima, alcanzando un 

máximo entre 20 y 30 horas. Las rebanadas que se dejan en 

oscuridad tambien llegan a desarrollar actividad, pero en mucho 

menor grado. 

El método para producir y extraer la enzima se describe a 

continuaci6n. Todas las operaciones se deben llevar a cabo en un 

rango de temperatura de o a 4°C. 

A partir de papas peladas se cortan rebanadas de lmro de 

espesor, se lavan con agua y se colocan en charolas blancas, se 

les añade una solucion de sulfato de neomicina, y se tapan con 

cubiertas de plastico transparentes. Posteriormente se irradian 

con lamparas fluorescentes a 21 ºe durante 22 hr. Una vez transcu­

rrido este tiempo se lavan con agua destilada, se agitan en una 

8 



TABLA 2,1, Caracteristicas de PAL de varias fuentes 

Fuente 

A. PLANTAS 

HQ.r.Q.fil!l!l vulgare 
(cebada) 

Tub&rculo de 
papa 

.lllQm_aea batatas 
(car.iote) 

&c_Q1.i.fill2 
tabacum 

Peso 

Molecular 

330,000 

306, 000 

B. MICROORGANISMOS 

Streptornyces 
verticillatus 226,000 

Rhizoctonia 330,000 
solrtni 

(hongo pat6geno) 

Sporobolornyces 
~raroseus 

Bb..Qdotorula 
qlutinis 

Neurospora 
crassa 

Rhodotorula 
texensis 

Sporobolornyces 
roseus 

Sporidiobolus 
pararoseus 

300,000 

275,000 

pH T. de tra-

6ptimo bajo ( ºe¡ 

a.a - 9.2 40 

8. 7 30 

JO 

a.5 - 9.5 JO 

a.o - a.6 JO 

9.0 25 

a.7 - a.9 JO 

JO 

9.0 JO 

JO 

9,0 JO 

a. 7 JO 

a.a JO 

JO 

9 

Activ. 

Espec.• 

5.13 
U/mg prot 

0.79 
U/mg prot 

0.2 
U/g rnicel io 

O.Ga 
U/mg prot. 

0.96 
U/mg prot. 

J7 U/g cel 
2a U/g cel 

2 ~ º~/~ ~~~J 
U/rng prot. 

ia.9 U/g cel 

31. 4 U/g cel 



TABLA 2.2. Caracterlsticas de PAL de varias fuentes 

Fuente 

A. PLANTAS 

Km (L-fen) 
( µM) 

H.Ql:.!!fil!.m 1700 
~ 

TUbérculo No sigue 
de papa Michaelis­

menten 
.k!!A 270 
~ 
~ 101 
llllilu 

Nicotiana 220 
tabacum 

B. MICROORGANISMOS 
streptomy™ 
verticillatus 160 

Rbizoctonia Uo sigue 

Inhibidores 

Ac. t-cinámico,algu­
nos metales, ácidos 

aromáticos y comp. 
que atacan grupos SH 

Agentes que reac­
cionan con grupos 
carbonilos 
0-fenilalanina 

Ac. t-cinámico,tir, 
p-Fl-fen, ac. cumá­
rico, ac. caf éico 
Ac. t-cinámico, o­
cumárico,o-tir. 

Metales pesados,ac. 
t-cínámico, ag. que 
reaccionan con gru­
pos SH y C=O 

Especificidad 

Solo activa con L-
fen. En prepara­

ciones frescas tam­
bién con L-tir y 
DL-m-tir 

Activa con L y D 
fenilalanina 

Activa con L­
tirosina 

No activa con 
tirosina 

Activa con o-,m­
y p-fluoro-,p­
cloro y p-metil­
fenilalarlina. No 
activa con L-tir 

ª2.lMi. Michael is­
Henten 

Ag. que reaccionan 
con grupos C=O, D­

fen, ac. t-cinámico 
p-cumárico y cafeico 
Ag. que atacan gru­
pos carbonilo, amino 
y sulfhidrilo 

Activa con L-fen 
L-tir y analogos 

Sporobolo-
myces para- 300 

roseus 

Rbodotorula 250 
!ili!.t..i.ni!; 

Neurospora 500 
crassa 
Rhodotoru 1 a 
texensis 1500 

Sporobolomy- 400 
ces roseus 
Ustilago 450 
hordei 

Sporidiobolus 
MJ:ALOSeUs 

Ac. t-cinámico, 0-fen 
y analogos, ac. fenil­
propi61 ico. , Ag. que 
reaccionan con grupos 
SH y C=O 

Agentes que reaccio­
nan con grupos SH, 
algunos metales 
Ac. t-cinámico, ac. 
p-cumárico 
Ac. t-cinámico 

10 

Activa con L-fen 
y con L-tir 

Activa con L-fen 
L-tir,DL-3-hidro­
xi-fenilalanina 

Activa con L-fen 

Activa con L-fen 
y L-tir 
Activa con L-fen 
y L-tir 
No activa con L­
tir 



malla para eli~inar el agua, se pesan en bolsas de plástico, y 

se congelan, o bien se procede a preparar la muestra para su 

purif icaci6n: 

La muestra de rebanadas se lava con acetona fria y se 

homogeneiza en un mezclador especial. El polvo resultante se 

colecta por f iltraci6n y se transfiere a un segundo mezclador a 

-20 ºe, y se vuelve a homogeneizar en acetona fria. 

Posteriormente se colecta otra vez, se lava con acetona fria y se 

seca al aire. Este polvo es el material con el que se inicia la 

purificación. 

En el estudio de Koukol y E.e. (1961) se reporta la 

producción de enzima a partir de cebada CHordeum .Ylll9..ar..tl· Todas 

las partes 

proporciones: 

de la planta 

Las plantas 

producen la enzima, en diferentes 

son iluminadas para inducir la 

producción de la enzima, y 

parte en donde se detecta 

posteriormente los tallos (que es la 

la mayor actividad enzimática) se 

tratan con acetona, se pulverizan y se secan. 

2.2.2. Fenilalanina arnonio-liasa de origen microbiano. 

2.2.2.1. Microorganismos productores 

A partir de la revisión bilbiografica efectuada fué posible 

constatar que la enzima es reportada sólo en hongos y levaduras, 

pero no por bacterias. Los principales microorganismos 
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productores son: 

Rbodotorula 91.Y.t.i..n.i.§ (Marusich et al.1981) 

Rbodotorula 91'..i!.milliJ¡ (Orndorff et al.1988) 

Sporobolomyces pararoseus (Parkhurst y Hodgins, 1971) 

Sporobolomyces roseus (Camm y Towers, 1969) 

Streptomyces verticillatus (Bezanson et al.1970) 

Bhodotorula l'.!ll2J:A, !\hodotorula ~ (Ogata et al,1967) 

Rbizoctonja ~ (Kalghatgi y Subba Rao, 1975) 

Neurospora crassa (Sikora y Harzluf, 1982). 

2.2.2.2. Medios de cultivo 

2.2.2.2.1. Fuente de carbono 

El medio de cultivo para el crecimiento de microorganismos 

productores de fenilalanina arnonio-liasa debe contener fuentes 

asimilables de carbono, las más utilizadas son sacarosa, almido­

nes y glucosa. En la mayor parte de los trabajos consultados se 

utiliza extracto de malta en un rango de concentraciones de o.s a 

J.O\, sin incluir glucosa debido a que causa represión catabólica. 

Yamada et al.(1981) presentan resultados con una cepa de~ 

~· En su estudio se reporta que cuando se utiliza un medio 

con glucosa no se observa actividad enzimAtica, aün en presencia 

del inductor. Camrn y Towers (1969), realizaron varias ferrnantacio­

nes con Sporobolomyces roseus variando la concentración de 

glucosa en el medio de cultivo, obteniendo los mayores valores de 
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actividad enzimática con las menores concentraciones de glucosa. 

Evans et al. 1987 reportan haber o.bservado el mismo fenómeno con 

varias cepas de Rhodotorula, 

Sin embargo, en un estudio reciente (Orndorff et al., 1988) 

se reporta la inclusión de glucosa en el medio de cultivo en una 

concentración de 1.5\, haciendo adiciones durante la fermentación 

de 1.4% de glucosa y 1.5\ de extracto de levadura, que se 

añadieron una vez que la glucosa inicial fué consumida. En la fi­

gura 2.1 se puede observar que la inclusión de glucosa en el me­

dio permite una producción alta de biomasa; una vez que se 

consume toda la glucosa, se manifiesta la actividad de la enzima. 

En otro estudio con Eh..:.. glutinis (Wick y Willis, 1982) se 

hizo la suplementación del medio de cultivo con glucosa y no se 

observa ningún efecto en la inducción de la enzima. 

Kane y Fiske (1985) y Marusich et al.(1981) utilizan fructo­

sa como fuente de carbono y realizan experimentos para determinar 

la influencia de la concentración en la actividad de la enzima 

producida por Bh.Q.Qotorula glutinis, observando que a medida que 

se disminuye la concentración del azucar los niveles de actividad 

enzimática aumentan. 

2.2.2.2.2. Inductor 

Se utiliza L-fenilalanina o algún compuesto análogo en una 
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concentración de 0.1-1.0\. Casi todos los microorganismos 

estudiados necesitan su inclusión en el medio para producir la 

enzima. En la tabla 2.3. se pueden observar valores de actividad 

enzim~tica muy bajos cuando no se incluye fenilalanina en el 

medio de cultivo {Marusich et al. 1 1981). En esta misma tabla ·se 

observa también el efecto represor de la fructosa y del sulfato 

de amonio. 

Sin embargo, en Streptomyces verticillatus la enzima parece 

ser constitutiva, pues su producción se lleva a cabo sin la nece-

sidad de incluir el inductor en el medio de cultivo {Bezanson et 

al. 1970). En este estudio se realizaron experi~entos en donde se 

demuestra que la inclusión de L-fenilalanina en el medio de cul-

tivo aumenta la actividad de la enzima, como se muestra en la ta-

bla 2.4. 

TABLA 2.3. Influencias nu~ricionales en la expresión de PAL 

Medio 
bAsico 

Fuente de 
carbono 

Fuente de 
nitrógeno 

Adición Actividad* 
Especifica 

-----------------------------------------------------------------Complejo Indefinido Indefinido < 0.5 
Complejo Indefinido Indefinido L-f enilala 9.0 

nina 
Mlnimo Fructosa Sulfato de < 0.5 

(l\) amonio(0.15\) 
Mínimo fructosa sulfato de L-fenilala < 0.5 

(l\) amonio(o.15\) ni na 
Mlnimo Fructosa L-fenilalani 12.0 

(l\) na (l5mM) 
Minimo L-fenilala Sulfato de 39.0 

ni na (l5mM) amonio(0.15%) 
Mlnimo L-fenilala L-fenilalani 54.0 

ni na (l5mM) na (l5mM) 

• La actividad especifica se expresa en nanomoles de producto 
formado por minuto por miligramo de extracto de proteína. 
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TABLA 2.4. Efecto de la adici6n de L-renilalanina en la actividad 
es pee 1 r lea de Streptomyces vert ici 11~ 

Medio de cultivo 

medio definido 

medio definido 
L fenilalanina 
(O.Sg/l) 

Activ. espec1f ica• 
( U/g micelio ) 

o. 051 

0.210 

• La actividad especifica se expresa como micromoles de producto 
formado por minuto a 30°C. 

En otro estudio (Orndorff et al., 1988) se realizan 

experimentos con Rhodotorula ~ para determinar el efecto 

de la concentración de fenilalanina en la inducción de la enzima 

y se observa que las actividades obtenidas se incrementan al 

aumentar la concentración de inductor hasta 9 g/l y que a 

concentraciones mayores se obtienen aumentos insignificantes. 

En muchos de los trabajos se reporta la ejecución de 

experimentos para determinar la influencia del tie~po de adición 

del inductor durante la fermentación en la actividad de la 

enzima, encontrándose en todos los casos que: 

a) La expresión de la actividad enzimática es independiente del 

tiempo de adición del inductor. 

b) La inducción de la enzima ocurre en la última mitad de la 

fase loqarltmica sin importar el tiempo en que el inductor es 

añadido. 

e) cuando la f enilalanina se agrega al final de la fase lega-
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r!tmica no se lleva a cabo la inducción de la enzima. 

Casi todas las cepas evaluadas tienen la capacidad de 

utilizar la L-fenilalanina cor:-.o (mica fuente de carbono y 

nitrógeno. Todos los trabajos coinciden en que cuando el microor-

ganismo productor de enzima utiliza la f enilalanina como fuente 

de carbono y nitrógeno, se obtienen mayores valores de actividad 

especifica como se muestra en la tabla 2.5 (Kane y Fiske, 1985). 

Sin embargo, la falta de otros nutrimentos da como resultado un 

crecimiento muy lento y una baja producción de biomasa en 

comparación con medios suplementados con otras fuentes, 

TABLA 2.5. Inducción de fenilalanina amonio-liasa por L­

fenilalanina en P~odotorula glutinis 

Fuente de 
Carbono !'l 

Fructosa (O. 2) 

Fructosa (0.2) 

L- fenilalanina 
(0,2) 

L· fenilalanina 
(O. 2) 

Fuente de 
Nitrógeno (%) 

Sulfato de amonio 
(O. 5) 

L- fenilalanina (O. 2) 

Sulfato de amonio 

L·fenilalanina (0.2) 

Actividad 
especlf ica * 

3. o 

31.0 

70.0 

90. o 

• La actividad especifica esta expresada como nanomoles de ácido 
trans-cin~mico formado por minuto por miligramo de protelna. 

Algunos autores reportan que se puede aumentar la actividad 

de la enzima suplementando el ~edio de cultivo con otros 

aminoácidos ademAs de la fenilalanina. Camm y Towers (1969), 
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aseguran que la adición de L-tirosina al medio (0.1\) incrementa 

la producción de la enzima producida por Sporobolomyces roseus. 

La estimulación de la producción de enzima resulta menor a mayo­

res concentraciones de tirosina, es posible que a niveles altos 

de concentración la tirosina actüe como una fuente de carbono 

adicional causando represión catab6lica, en forma similar a lo 

que sucede con la glucosa. 

Orndorff et al. (1988), realizan la evaluación del efecto de 

varios aminoácidos en la inducción enzimática en una cepa de 

Rhodotorula graminis y demuestran que algunos aminoácidos, en 

particular los hidrofóbicos, inducen niveles de enzima iguales o 

mayores a los observados con fenilalanina (isoleucina, leucina, 

metionina y valina) . Posteriormente efectúan la combinación de 

L-fenilalanina con algunos aminoácidos y observan que la 

combinación de L-fenilalanina con L-leucina aumenta el valor de 

actividad a niveles mayores que los observados con los 

aminoácidos evaluados de manera individual, como se muestra en la 

tabla 2.6. 

Se determina también el efecto de varias combinaciones 

isoméricas de fenilalanina y leucina en la actividad de la enzima, 

siendo la combinaci6n L-leucina + DL-fcnilalanina la que resulta 

en el mayor valor de actividad según se puede observar en la 

misma tabla. 
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TABLA 2.6. Efecto de varios aminoácidos en la inducción de PAL en 
Rhodotorula grarr.inis. 

Inductor 

Fenilalanina 

Isoleucina 

Leucina 

Metionina 

Tirosina 

Triptofano 

Valina 

Fenilalanina 

+ Leucina 

+ Isoleucina 

+ Valina 

Actividad* 
especifica 

(U/g cel) 

15. 8 

31. 6 

26. 7 

19.4 

10.9 

1.2 

23.l 

34.0 

21. 9 

13. 4 

* La actividad especifica se 
formado por minuto a 30°C. 

Cornbinaci6n 
de inductor 

L-Leu + DL-Fen 

L-Leu + L-Fen 

L-Leu + D-Fen 

DL-Leu + DL-Fen 

DL-Leu + L-Fen 

DL-Leu + D-Fen 

DL-Fen 

L-Fen 

D-fen 

DL-Leu 

L-Leu 

expresa en micromoles 

Actividad• 
especifica 

(U/g cel) 

74. 5 

63 .1 

63 .1 

60. 2 

57. 3 

47. 3 

42. 6 

25. 8 

17. 2 

25. 8 

24. 4 

de producto 

Finkelman y Yang (1986), proponen la sustitución de la L-

fenilalanina como inductor por hidrolizado de case1na, que es de 

menor costo, en fermentaciones con Rhodotorula rubra. En la tabla 

2.7 se muestran los resultados que indican que no existe mucha 

diferencia en los valores de actividad y de producción de biomasa 

entre los dos inductores, demostrando asl la viabilidad del 

cambio de inductor. 
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TABLA Z.7. Sustitución de L~renilalanina como inductor. 

Medio de fermentación En el pico de actividad 

Producción Actividad 

Agua de co- de biomasa PAL 
cimiento de (g/l) (U/g} • 

maiz Case!na 
Hidrolizada 

(g/l) 
o 15 8,8 49 
2 15 8,8 56 
4 15 9,5 52 

10 15 9.2 57 
L fenilalanina 

(g/l) 
o l. 5 7.0 49 
2 l. 5 7.2 65 
4 l. 5 7.0 46 

10 l. 5 7.9 53 

* Unidades: micromoles de producto por minuto a JOªc. 

En la tabla 2.B se muestran algunos de los medios de cultivo 

utilizados para la producción de la enzima. En los trabajos en 

los que se menciona mAs de un medio de cultivo se hizo la 

selección del que di6 mejores resultados en cuanto a la 

producción de la enzima. 

2.2.2.2.J. Fuente de Nitrógeno 

Las fuentes de nitrógeno más utilizadas son sales de amonio, 

peptona, hidrolizados de prote1na y extractos de levadura. En la 

mayor parte de los trabajos se reporta la utilización de extracto 

de levadura (0.1-1.0\) y de peptona (0.5-l,O\). 
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TABLA 2.B. Medios de cultivo utilizados en la producción de PAL 

--------------------------------:----7~----:--:------------------------

Microorga­
nismo 

L-fen 
(\) 

Ext. 
malta 

(\) 

glUcosa­
(\) 

Ext. 
iev. 
•(\) 

Sulfato de 
amonio ( \) Ref. 

-----------------------------~---~~-~--~--------------------------
BbodQt2I:Y lA -- Wick y 

wttinli O.l 1.0 -- - 1,0 Willis, 
1982 

ElJodotorul?.1 0.6 1.5. 0,5 0.2 Orndorff 
~ -- et al.1986 

QI!O[Qbolom:ices - Parkhurst 
I!araroseus o. l o. 7 O.l y Hodgins 

1971 
§:I!orol;!olQm~ces O.l 3. o 0.1 Moore et 

roseus al. 1968 
S:!a:e(;!tom~ce:? Bezanson 
vert ic i ],J,atus l. o 2.0 0.5 et al.1969 

Marusich et al.,1981 reportan que la utilización de sulfato 

de amonio como fuente de nitrógeno en fermentaciones con Rhodoto­

.otl..ª-~ da como resultado menores valores de actividad. 

Otros autores (Evans et al., 1987) reportan el mismo fenómeno y 

sugieren que los iones amonio son tomados preferencialmente a la 

L-fenilalanina, impidiéndose el efecto inductor. Así, para asegu-

rar una m&xima síntesis de la enzima es necesaria una adecuada 

selección de las fuentes de carbono y de nitrógeno y de las 

concentraciones utilizadas. 

Orndorff et al. (1988) observaron que el tiempo de adición 

del extracto de levadura durante la fermentación no tiene un 

efecto importante en la actividad enzim&tica en Rhodotorula grami-

ni§.. La omisión de este nutrimento incrementa de una a dos horas 
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el tie?l'.po requerido para obtener el pico de actividad. 

2.2.2.2.4, Otros nutrimentos 

Existen otros rnicronutrientes que deben incluirse en el 

medio, tales como vitaminas, minerales y otros factores de 

crecimiento. Estos pueden incluirse por separado o ir junto con 

las fuentes de carbono y nitrógeno complejas (extractos de 

levadura y de malta). Estos componentes pueden variar dependiendo 

del microorganismo empleado. Tipicamente, los minerales traza 

como zinc, manganeso, fierro, cobalto y calcio pueden suplirse 

como sales inorgánicas. 

2.2.2.J. Condiciones de crecimiento 

Los micro~rganismos utilizados se cultivan en condiciones 

aerobias, propicias para la mayor producción de biomasa posible. 

En el estudio de Finkelman y Yang (1986), se reporta que el pH 

óptimo para la inducción de la enzima está en el rango de 5.5 a 

7.5. En casi todos los trabajos consultados se ajusta el pH del 

medio a 6.0 al inicio del cultivo. En el reporte de Evans et al. 

(1987), se ajusta a 5.5 (investigaron varias especies de Rhodoto­

rula) y en el de Wick y Willis (1982), en el que trabajaron con 

Rhodotorula glutinis se ajusta a 6.8. 

En todos los estudios la producción de la enzima se lleva a 

cabo a una temperatura de 28-JOºc, con excepción del reportado 
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por Marusich et al. (1981), en donde se reporta una tempe:::-:-:1t.ura de 

25 ºe para la producción de fenilalanina ar.on:o-1:asa d8 

Rhodotorula ~· 

Evans et al. {1987), reportan que se obtienen act1vidad"-S 

enzimáticas mayores a valores de pH y temperatura que no son los 

óptimos para el crecimiento de Rhodotorula rubra, como se muestra 

en la figura 2.2. Es posible que las condiciones adversas causen 

stress en las células y que induzcan reacciones propias del 

metabolismo secundario. 
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FIGURA 2.2. Efecto de la temperatura y el pH de crecimiento en la 

inducción de PAL en P.hodotorula rubra, 

El microorganismo fué cultivado en medio de inducción de la 
enzima y las muestras fueron tomadas a las 24 h de fermentación. 
La actividad está expresada como micromoles de f enilalanina por 
miligramo de peso seco por hora. 

(A) Temperatura de crecimiento 
(B) pH de crecimiento 

• Actividad PAL; o Producci6n de biornasa 
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En todos los trabajos se reporta que el valor mAximo de 

actividad enzi~ática se presenta al final de la fase logar1tmica 

o al inicio de la estacicnaria. De igual forma todos los trabajos 

coinciden en que para que se e~prese la actividad enzimAtica es 

necesario rompér perrneabilizar las células, excepto en el 

estudio de Yamada et al. (1961), en donde se obtuvieron los mismos 

valores de actividad en células de Rhodotorula ~ intactas 

y tratadas. 

En la tabla 2.9 se muestran las condiciones de crecimiento 

utilizadas en la producción de la enzima por algunos 

microorganismos. 

TABLA 2.9. Condiciones de crecimiento para la producción de PAL 

T 
Microorganismo (°C) 

!l!1Q!!gtoru 1 a 
glutinis 26 

RQodoto¡;:ul~ 
qraminis 30 
SQoroQol,om~ces 
ruu.,sroseus 30 

ffi:lodotorulª 
rubra 30 

tiempo de ferrn [cel Act. 
FH de max. activ g/l esp. 

(h) U/gcél 

6.6 16 l. 46 28 

6.0 21 17. 3 26 

ó.O 29 0.96 
U/mgprot 

6.0 40 1.16 16 

Ref. 

Wick y 
Willis 

1962 
Orndorff 

et al.1988 
Parkhurst 

y Hodgins 
1972 

Ogata et 
al. 1967 

2.2.2.4. Estabilización de la enzima después de la fermentación. 

En todos los estudios examinados, el perfil clásico de 

inducción de la enzima muestra una s1ntesis rApida con la 
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presencia del inductor y posteriormente un pico de máxina acti­

vidad, seguido por una rápida inactivac16n de la En7.ir..i:!. En €!1 

estudio de Finkelman y Yang (1986), se sugiere que p~r~ r1ni~~zar 

este problema es necesario cambiar las condicione~ de la ferr.-,c=:-i­

taci6n una vez que el r.iicroorganismo ha crecido hasta el nivel 

deseado y que se ha llevado a cabo la inducción de la enzii:'ia, :e 

debe detener entonces la agitación y la aereación del medio, ba­

jar la temperatura y burbujear un gas inerte, por ejer:iplo nit.r¿­

geno, ya que se ha visto que la degradación de la enzima se r.1i­

nimiza con la ausencia de oxigeno, a bajas temperaturas y e:1 c.~:'.­

diciones estáticas. 

Evans et al. (1987), después de experimentos con varias le:va­

duras encontraron que la disminución de temperatura de 30 a 1c/'c, 

el burbujeo de nitrógeno en el medio de cultivo para crear 

condiciones anaerobias y la adición de isoleucina (2.5 g/1) y 

fenilalanina (5 g/l) en el momento de máxima actividad prevenia 

la inactivación de la enzima. 

Yamada et al.(1981), observaron que la adición de L-isoleu­

cina en la fermentación estabiliza la actividad de la enzima de 

Rhodotorula qlutinis. En el estudio de Evans et al.(1~87}, se 

evalúa el efecto del burbujeo de algunos gases en el medio óe 

cultivo durante la fermentación en la estabilidad de la enZiba y 

se observa que el oxigeno contribuye a una pérdida rápida de ac­

tividad enzimática, que el co2 no tiene efecto alguno y que el 

nitrógeno contribuye a dar una gran estabilidad a la enzima. Ex-
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perimentos subse~uentes revelaron que el glicerol, sorbitol, glu-

taraldehido y polietil~~ glicol contribuyen a la estabilidad de 

la enzima en las bioconversiones, una vez que las células han si-

do cosechadas. 

Se sugiere que la inactivación de la enzima se debe a una 

enzima proteolltica intracelular. En la figura 2.3 se ilustra en 

un resúrnen la forma en que diversos factores contribuyen a esta-

bilizar o desestabilizar a la enzima antes y después de su pro-

ducci6n. 

Ac. t-cinámico ) 

L-fenilalanina 

SINTESIS 1 

1 
(i) 

t--

0 
t--

e 
1--

Feni lalanina~ lsoleucina 

Glucosa 

l\monio 

© 
f--- Glutamato 

Protcnsa 

PllL 

Cloruros 
Oxigeno 

1 ENZJM.~ JNACT!Vllj 

Ac. t-cinámico 

feni la l aninn, 
Isoleucinn 

FIGURA 2.3. Regulación de ·PAL en Rhodotorula rubra, 
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2. J. PURIFICACIOtl DE FEllILALAJIINA hMOtlIO-LIASA 

2.J.l. PAL de vegetales. 

En la bibliografía se reporta la purificación de la enzima 

de rebanadas de papa expuestas a la luz (Havir y Hanson, 1968) y 

de~~ ( Koukol y C.E.,1961). 

La purificación de la enzima de papa se lleva a cabo en seis 

etapas: una extracción inicial, un tratamiento con protarnina, dos 

fraccionamientos con sulfato de amonio y dos cromatograflas, 

logrAnd~se una puri!icaci6n de 216 veces y un 20\ de recuperación 

de la actividad enzimAtica. 

Koukol y e.E., reportan para la enzima de cebada un paso 

menos que para la enzima de papa, pero un grado de purificación 

mucho menor (28 veces), con una recupe~ación del 19\ de la acti­

vidad inicial. 

2.3.2. PAL de microorganismos. 

En la revisión bibliográfica se encontraron los procesos de 

purificaci6n de PAL de cinco microorganismos: Rhodotorula 

glutinis, Sporobolomyces pararoseus, Sporobolomyces 

Streptomyces verticillatus y Rhizoctonia ~. 
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La enzima de todos estos microorqanismos es intracelular y 

por ello se requiere comenzar el proceso de purificación con la 

ruptura de las células para producir un extracto libre de 

células. Esto se logra en todos los casos con la exposición de 

las células a frecuencias ultrasónicas. 

Hodgins {1971), reporta una purificación para la enzima de 

Rhodotorula ~ de B pasos: la ruptura inicial de las 

células, un tratamiento con protamina, que es una prote1na con 

una gran carga neta positiva y que, por lo tanto sirve para 

precipitar ácidos nucléicos, que tienen una carga neta negativa. 

Posteriormente se aplica una serie de precipitaciones con sulfato 

de amonio, citrato de sodio y fosfato de potasio, que son sales 

que disminuyen la solubilidad de las proteinas. Finalmente se 

realiza una cromatografia en columna de permeación en gel (Sepha­

dex G-200). En este trabajo, a pesar de que el proceso lleva mu­

chos pasos se reporta una purificaci6n muy baja (48 veces), un 

23\ de recuperación de la actividad enzim~tica inicial como se 

muestra en la tabla 2.10. 

En el estudio de Fritz et al. (1976), se reporta una 

purificación en B pasos. Se elimina el tratamiento con protamina, 

logrando una purificacion de 250 veces, con un 23% de recuperacion 

de la actividad de la enzima. Los resultados de este trabajo se 

muestran en la tabla 2.11. 
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TABLA 2,10, Purlflcac16n de PAL de Rhodotorula ~. 

Paso 

l.Extracto s6nico 
2.Tratamiento con 
protamina 
J.Concentraci6n con 
sulfato de amonio 
4,Prirnera precipita-
ci6n con sulfato de 
amonio 
s.citrato de sodio 
6. Fosfato de potasio 
?.Columna Sephadex 
G-200 
e.Segunda precipita· 
ci6n con sulfato de 
amonio 

Prote1na 
(rng) 

40,000 

18' 000 

16, 000 

5,100 

2,040 
802 

321 

148 

• Las unidades se expresan como 
por minuto a Joº e. 

Enzima 
(unidades) 

904 

805 

810 

425 

580 
175 

287 

158 

micromoles de 

Actividad 
r.spec1f ica 

(U/rng) 

0.022 

o. 04 8 

0.050 

0.083 

0.280 
0.210 

0.890 

1.070 

producto formadas 

TABLA 2.11. Puri!lcaci6n de PAL de Rbodotorula glutinis. 

Paso 
Prote1na 

(rng) 

!.Extracto sónico 200,000 
2.Precipitaci6n con 
sulfato de amonio ~o,ooo 
J. Precipitación con 
citrato de sodio 4 ,250 
4.Diálisis 4,250 
s.cromatograf1a 
DEAE celulosa 765 
6.Cromatografia 
Sephadex G-200 220 
7.Di6lisis 220 
B.Esterilización por 

Enzima Actividad 
(unidades) Especifica 

• (U/mg) 

2,000 0.01 

l,800 0.06 

1,530 0.36 
1,530 0.36 

765 l. 00 

575 2.60 
545 2.50 

Enzima 
inicial 

(%) 

100 

90 

76 
76 

38 

28 
26 

filtración en millipore 195 460 2.50 23 
* La actividad se expresa en micromoles de Acido trans-cinámico 

producido por minuto. a 30°C. 
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La enzima de ~porobolomyces pararoseus fué purificada en 

pasos (Parkhurst y Hodgins, 1971) que incluyen ruptura inicial 

por sonicaci6n, tratamiento son sulfato de protamina, tres 

precipitaciones con sulfato de amonio, una con citrato de sodio y 

una cromatografia de intercambio iónico, En la tabla 2.12 se 

puede observar que se logr6 un grado de purificación muy alto 

(436 veces) y una recuperación de la actividad enzimática 

igualmente alta (46\). 

Durante la purificaci6n son monitoreadas las actividades 

de fenilalanina amonio-liasa (PAL) y de tirosina arnonio-liasa 

(TAL), Se observa que conforme avanza el proceso de purificación, 

los valores de actividad totales de ambas enzimas disminuyen y 

que la relación PAL/TAL varia muy poco. La electroforésis en 

gel de poliacrilamida di6 una sola banda de proteína y otras de 

impurezas en concentraciones muy pequeñas. Estos resultados 

indicaron que la cepa de Sporidiobolus pararoseus utilizada en 

este estudio producía una sola enzima con actividad en los dos 

sustratos. 

En el trabajo de Camm y Towers ( 1969), se realiza una 

purificación parcial de la enzima producida por Sporobolomyces 

roseus y se mide actividad PAL y TAL en cada etapa de la 

purificación. En contraste con lo observado por Parkhurst y 

Hodgins (1971) con Sporoboloroyces pararoscus, se observa que 

conforme avanza la purificación, los valores de las actividades 

totales disminuyen en diferentes proporciones haciendo variar el 

valor de la relación PAL/TAL. 
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TABLA 2.12, Purificaci6n de PAL de Sporobolorr.yces 9.il.ª-LQ_~cus. 

Purif. 
Paso de purificación (veces) 

l.Extracto crudo l. o 
2.Tratamiento con sulfa-
to de protamina 4. 3 
J.Fraccionamiento con 
sulfato de amonio 15. 3 
4.Fraccionamiento con 
citrato de sodio 34.3 
5. Se9unda precipi taci6n 
con sulfato de amonio ea.o 
6.Cromaro9raf1a con 
Sephade>< G-200 393.0 
7.Tercera precipitación 
con sulfato de amonio 436.0 

Proteina 
Total 

(rng) 

.;6,700 

17 '4 50 

2,923 

892 

328 

61 

45 

Enzima 
Total 
(U)* 

126 

227 

134 

92 

70 

72 

59 

Activid~d 
Especifica 

(U/ng prot) 

0.003 

0.013 

0.046 

Q.103 

0.213 

1.180 

l. 310 

•Las unidades estan expresadas en micromoles de producto formado 
por minuto a Joºc. 

Esto resulta ser una evidencia indirecta de que el 

microorganismo estudiado produce dos enzimas diferentes y no una 

enzima con actividad en los dos sustratos. 

Emes y Vining (1970), purifican la enzima de Streptomyces 

verticillatus en 7 pasos que incluyen un tratamiento con calor 

después de la ruptura de las células para termocoagular la pro-

te1na, un tratamiento con protamina, dos precipitaciones con sul-

fato de amonio, una diálisis y una cromatograf1a en columna de 

intercambio ani6nico. En la tabla 2.13 se puede observar que se 

logra una purificación baja (53 veces) , con un 16\ de recupera­

ción de la actividad. 
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TABLA 2.13. Purificación de PAL de Streptomyces verticillatus. 

Paso 
Activ. 

Tot. 
(U) 

Recuperac. Prot. 
de la activ. Tot. 

(\) (mg) 

Recup. 
de la 
prot(\) 

Activ. 
Esp. 
• 

Puri­
fica­
ci6n 

-----------------------------------------------------------------
!.Enzima cruda 3.29 100 6, 580 100 o. 50 l.O 
2.Tratamiento 
con calor 2.86 87 2,405 37 l. 19 2.4 
3.Tratamiento 
con protamina 2. 58 79 l, 890 29 1.37 2.7 
4.Precipitacl6n 
sulfato de amonio l. 74 53 371 6 4. 68 9.4 
5.DiUisis l. 47 45 390 6 3. 77 7.5 
6.DEAE-cehlosa o. 51 16 47 0.1 10.90 22.0 
7.Precipitacl6n 
sulfato de amonio o. 51 16 19 o. 3 26.6 53.0 

•La actividad especifica está expresada corno U/mg prote!na, en 
donde las unidades son las micromoles de producto formado por 
minuto a 2sºc. 

La electroforésis de la enzima purificada en geles de 

poliacrilamida presenta 12 distintas zonas de protelna, indicando 

que la muestra es heterogénea (una mezcla de proteinas). Las 

mejores preparaciones fueron menos activas por un orden de 

magnitud que las muestras purificadas de papa, ~ ~ o 

Rhodotorula g.!._utinis. 

El proceso de purificación de la enzima de Ehizoctonia 

solani (Kalghatgi y Subba Rao, 1975) tiene la ventaja de que se 

lleva a cabo en pasos. Este proceso incluye una precipitación 

selectiva con acetona, un tratamiento con protamina, una 

precipitación con sulfato de amonio y una cromatografía en 

columna de intercambio aniónico. En la tabla 2 .14 es posible 

observar que seobtiene una purificación de 227 veces, con un 18% 
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de recuperaci6n de la acti·1idad enzim~tica. 

TABLA 2.14. Purificación de PAL de Rhizoctonia solani. 

Paso 
Prote1na 
Total 

(mg) 

Activ. 
Total 
(mU) 

Activ. Recup. Purif. 
Espec. (\) (veces) PAL/TAL 

(mU/mg) 

l.Extracto crudo 3,022 9,096 3.0 100 l.O 6.3 
2.Precipitaci6n 
con sulfato de 180 7,134 39.6 78.4 13.2 5.9 
protamina. 
3.Precipitaci6n 
con sulfato de 120 6,170 51.4 68.3 17.l 6.4 
amonio (0-55\) 
4.Precipitaci6n 
con acetona 62 5,921 94.9 65.l 3l.6 6.0 
5.Cromatograf1a 
DE~E-celulosa 1,632 680.0 17.9 227.0 6.5 

* Una unidad de enzima es la cantidad de enzima que cataliza la 
formaci6n de una micromol de producto por minuto. 

La preparación final generó una sola banda en la electrofo­

résis en gel de poliacrilamida. Las actividades PAL y TAL no pu­

dieron ser separadas en el proceso de purificación. La prepara­

ci6n final presenta el mismo pH óptimo y temperatura óptima para 

ambas actividades. Ademas, la relación PAL/TAL permanece casi 

constante durante todo el proceso. Se postula que Rhizoctonia a.º-=. 

1ª..n.i produce una sola enzima con las dos actividades, por lo que 

se confirman los resultados de Par>:hurst y Hodgins, 1971}. 

Se propone una modificación muy util en el tratamiento con 

sulfato de protamina. se asegura que en este trabajo es la prime­

ra vez que una enzima se precipita cuantitativamente con sulfato 

de protamina y se reextrae con una buena recuperación. Esto 

resulta en una purificación de lJ veces en un solo paso. 
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2, 4 PROPIEDADES DE LA ENZIMA FENILALAIHNA AMONIO-LIASA 

2. 4. l. Peso molecular. 

En la tabla 2.1 se muestran los valores de pesos moleculares 

de la enzima de varias fuentes, recopilados de la revisión 

bibliográfica. 

2.4.2. pH y temperatura 6ptimos. En la tabla 2.15 se compara el 

del pH y de la temperatura de PAL de diversas fuentes. 

TABLA 2.15, Efecto del pH y temperatura en la actividad de PAL de 

diferentes fuentes. 

Fuente pH T Estabilidad a Estabilidad Referencia 
ópt. Óft• diferentes pH Térmica 

( C) 

Papa a,75 
Hordeum 
vulgare a, a-9, 2 
Rhodotorula 
glutinis 8.75 

Streptomy­
Q!tá verti­
cil latus 

Rhizoctonia 
solani 

a.a 

a. 5 

9.0 

9.1 

a .a 

49 

44-46 

Mayor estab. 
a pH 7.0 

Muy estable 
a pH 

6,5 a a.5 

Havir y Han­
son, 1968 
Koukol y 
C.E. 1961 

No pérdida de 
acti v. a soºc 

por 10 min. 

Estable hasta 
50°C.Arriba de 

60°C se destruye 
No pierde activ. 
a 70°C por lSmin. 

A eoºc se inac­
tiva. 

Retiene toda su 
actividad a 60°C 

Abell y 
Shen 

Yamada et 
al. 1981• 
Wieder et 
al. 1979 
Ogata et 
al. 1967 

Emes y 
Vining 

1970 

Kalghatgi 
y S. Rao 

1975 
• Se reporta también que el pH 
(producción de fenilalanina) es 

durante 1 hora 
óptimo para la reacción 
lo.o. 

inversa 
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2. 4 . 3. Especificidad, inhibidores ':J' estructura. 

En el estudio de Havir y Hanson (1966), con PAL de papa s:~· 

observ6 que los agentes que reaccionan con grupos sulfhidrilo no 

causan inhibición en l• enzima, pero si los agentes que. 

reaccionan con grupos carbonilo y que la inhibici6n por 

borohidruro de sodio es contrarrestada por L-fenilalanina y 

cinamato. Ademas, se descartó la presencia de un grupo prcstético 

que absorbiera la luz, como piridoxal fosfato. 

De acuerdo con los resultados anteriores se considera que un 

grupo carbonilo torna parte en el proceso catalitico y se propone 

el mecanismo siguiente: Se forma un intermediario carbonil-amina 

que produce un intermediario carbonil-amonio y cinamato. La 

hidrólisis del grupo carbonil-a·monio produce amonio libre. 

Experimentos realizados aportan evidencia de la formación del 

intermediario enz.ima-aroonio, cono se muestra en la figura 2. 4. 

En los experimentos realizados se encuentra que no es nece­

saria la participación de cofactores ni de iones metálicos en la 

reacción enzim~tica. Ninguno de los metales y agentes quelantes 

evaluados tienen un efecto significativo en la actividad de la 

enzima. 

Koukol y e.E. (1961), evalúan la capacidad de la enzima 

fenilalanina deaminasa extraida de Hordeum vulgare de actuar en 

otros sustratos (O-fenilalanina, DL-acido aspártico, L-histidina, 
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L-alanina, glicina, J,4-dihidroxifenil-DL-alanina, L y O tirosi­

na, DL-tirosina, DL-leucina, L-cisteina y L-triptofano). La enzi­

ma resulta ser especifica para L~fenilalanina. 

Tambien evalúan el efecto de diversos metales en la 

actividad de la enzima. Sus resultados revelan que ninguno de 

los metales probados estimula la actividad enzimática y que al­

gunos 1e ellos la inhiben (Cu, Zn, Ca, Cd, Hg). 

Todos los agentes que reaccionan con grupos sulfhidrilos 

causan inhibición de la enzima, lo que resulta ser una clara 

evidencia de que la enzima tiene un grupo sulfhidrilo en el sitio 

activo. 

Existen diferencias en cuanto a la especificidad de sustrato 

y los compuestos que causan inhibición en la enzima de diferentes 

cepas del mismo microorganismo. En la tabla 2.16 se muestran los 

resultados obtenidos con diferentes cepas de Rhodotorula 

9.l.YJ;in.iá. 

En el estudio efectuado por Hodgins (1971), se realizan 

experimentos con @odotorula 9..l.l:!tini§ que muestran la inhibición 

de la enzima por agentes que reaccionan con grupos carboni los 

(borohidruro y cianuro). Al tratar la enzima con cianuro de sodio 

radiactivo y después de hacer la hidrólisis enzimética, se observa 

que la radiactividad es recuperada principalmente como 14C-Ac. 

aspá rtico y que el grupo 4-carboxilo de este aspartato es 
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radiact.ivc. 

TABLA 2.16. Especificidad de sustrato e inhibldores en P~L de 

Rhodotorula ~-

Especificidad 

Activa con L-fen 
y L-tir 

Activa con L-fen 
y L-tir 

Activa con L-fen, 
L-tir, DL-3-hidroxi­
fenilalanina y 0-fen. 

Inhibidores 

Ac. t-cinámico 
p-cumárico y 

O-f en 
Ag. que reaccionan 
con qpos. -SH,re, 

Cu, Ca, Co, Ni, Zn, Hg. 
Ac. t-cinámico 

Ac. fenil propi6lico 
Ag. que reaccionan 

con qrupos carbonilos 

Re.ftrencia 

Abell y 
Shen 

Ogata 
et al. 

1967 

Hodgins 
1971 

Por otro la.do, la hidrólisis de la enzima inactivada 'con 

borohidruro de sodio marcado da alanina radiactiva. Esta 

evidencia indica que una dehidroalanina se encuentra en o cerca 

del sitio activo de la enzima. El papel exacto de este grupo no 

se conoce, se piensa que puede funcionar como un centro 

electrof1lico. El beta-carbono puede ser atacado por el grupo 

amino del sustrato. 

Otros estudias {Gilbert y Jack, 1981) revelan la presencia 

de una región hidrof6bica en la superficie de la enzima de fil¡. 

glutinís y que esta podrla ser la región que se une al anillo 

aromático de la fenilalanina. 

Se sugieren dos posibles estructuras para la enzima: una 1 
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en la que la enzima existe corno dos unidades principales unidas 

por una pequeña región que no tiene una importante estructura 

terciaria, y que es por lo tanto mas susceptible a las proteasas. 

La otra alternativa propuesta es que la enzima esta compuesta por 

una estructura grande, principal (PM de 65,000), y otra región de 

estructura menos ordenada. 

Se hicieron numerosas modificaciones a la enzima y todas 

fueron inefectivas para protegerla contra la inactivación proteo­

l ltica. 

En el trabajo de Parkhurst y Hodqíns ( 1972), se constató que 

la enzima de Sporobolomyces pararoseus solo es activa con L-fe­

nilalanina y L-tirosina. Experimentos realizados muestran que la 

enzima es inactivada por compuestos que reaccionan con grupos 

carbonil-amino y sulfhidrilo y por algunos an~logos al sustrato. 

Se observa que la inactivación con cianuro radiactivo resul­

ta en la formación, después de una hidrólisis ácida, de ácido as­

pártico radiactivo, lo que indica la existencia de una dehidro­

alanina con una funci6n esencial en el proceso de catálisis. 

El ácido trans-cinámico y la DL-2-hidroxifenilalanina prote­

gen a la enzima contra la inactivación con cianuro, indicando 

que la dehidroalanina se localiza en el sitio activo~ 

otros experimentos indican que la dehidroalanina se une con 
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FIGURA 2.4. Mecanismo de reacción postulado para la entima 
producida a partir de tubérculos de papa. Los estados de 
ionización que se muestran son los obtenidos a pH 8. 7 (óptimo 
de la enzima). Sn asume que los procesos de ioniz.ación son muy 
rápidos y por lo tanto la ganancia y pérdida de iones hidronio 
(H +) por los qrupos b6sicos (B) y Acidos (A) en la reacción no se 
muestran como pasos separad<:>s. 
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la porción alifática del sustrato (amonio) y quG de esta 

unión se forma un intermediario enzir.:a-ar1on10. Los result.ados de 

inhibición indican tamb.ien la presencia de grupos su:..fhidri l.:: 

en el sitio activo, cuyo papel en el proceso catalitico no ha 

sido esclarecido. Se sugiere que ayudan a separar protones de la 

molécula de sustrato. 

Se propone un mecanismo en el que el beta carbono de la 

dehidroalanina se une al grupo amino del sustrato. Después se 

separa el cinamato, formándose el intermediario enzirna-anonio que 

puede dar amonio libre o formar fenilalanina, si se le adiciona 

acido ciná~ico (hay que recordar que la reacción es reversible). 

Emes y Vining (1970), observan que la enzima de strepto­

~ verticillatus es activa con orto-, meta-, y p-fluoro-, p­

cloro-, y p-metil-fenilalanina. No actúa con D-fenilalanina ni 

con L-tirosina. 

Con excepción del manganeso, las sales de metales pesados 

inhiben la enzima. La actividad enzimática tambien se inhibe 

con algunos análogos al sustrato y al producto. La enzima no 

exhibe requerimientos metálicos y los agentes quelantes tienen 

un efecto muy pequeño en la reacción. El efecto de compuestos que 

reaccionan con grupos sulfhidrilo de diferente origen parece ser 

variable. 

La marcada inhibición de la enzima por compuestos que 
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reaccionan con grupos carboxilo (borohidruro, bisulfito, cianuro) 

sugieren un n~canisno similar al propuesto para la enzima de papa 

(Havir y Hanson, 1968). 

Kalghatgi y Subba Rao (1975), trabajaron con fenilalanina 

amonio-liasa de Rhizoctonia solani. Sus experimentos demuestran 

que la enzima desamina otros sustratos además de la L-fenil­

alanina (L-tir, rn-tir, 3,4,-dihidroxifenilalanina, p-fluorofenil­

alanina). 

También observan que la enzima se inhibe en forma irrever­

sible por agentes que reaccionan con grupos carboxilo y también 

por algunos compuestos aromáticos. Los estudios con inhibidores 

muestran que solo una molécula de inhibidor es capaz de unirse 

a una molécula de enzima. 

otros inhibidores son D-fenilalanina, ac. cinámico, ac.ca­

féico, ac. p-cumArico, ac. dihidro caféico, ac. fenilpirúvico, y 

algunos metales ( Zn, Fe, Hg, Ca ) • 

La electroforésis de la enzima desnaturalizada genera dos 

bandas distintas (alfa y beta). Los valores de pesos moleculares 

obtenidos para las subunidades son para alfa de 70,000 y para be­

ta de 89,000. En vista de que el peso molecular calculado para la 

enzima es de 330,000, se propone la existencia de dos subunidades 

alfa y dos beta. 
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2.4.4. Estequiometria d~ la reacción 

Los resultados de los experimentos de Koukcl y C.E. (1961} 

con la enzima de ~ ~ muestran que la conversión de 

0.70 micror.ioles de L-fenilalanina producen 0.69 micromoles de 

~cido trans-cin~mico y 0.66 micromoles de amonio. 

Ogata et al. (1967) también efectúan estudios sobre la este­

quiometria de la reacción de la fenilalanina amonio-liasa de B.ho­

dotorula ~· La enzima cataliza la formación de cantidades 

equimolares a la fenilalanina consumida. 

2.4.5. 51ntesis de la enzima. 

Toda la literatura consultada coincide en que la sintesis de 

la enzima es 11 de novo", es decir, que no proviene de un precursor 

inactivo, sino que se sintetiza en respuesta a un estimulo 

externo, que es· causado por el inductor. 

Wick y Willis (1982), presentan experimentos en los que 

durante el crecimiento de Rhodotorula glutinis, en la producción 

de la enzima, se añade leucina marcada y se observa que es 

incorporada a la proteina de la levadura, que habia sido precipi­

tada con suero anti PAL y analizada por medio de electroforésis, 

observándose que la prote1na marcada tiene un peso molecular de 

83,000, que es idéntico al reportado para una de las subunidades 

de la enzima. con ésto se demuestra que la enzima es sintetizada 
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"de novo 11 , en respuesta al inductor. En ausencia del inductor no 

hay incorporaci6n de leucina marcada en la subunidad de la enzima. 

2.4.6. Producción de pigmentos carotenoides. 

Se sabe que las levaduras del género Rhodotorula producen 

pigmentos carotenoides; en el trabajo reportado por costa et al. 

(1987) se describe la producción de ~-caroteno por R!L. ~ 

en la fase estacionaria de crecimiento. Los resultados muestran 

que una vez que se alcanza esta fase, la producción de piqmento 

se mantiene casi constante al continuar la fermentación; sin em­

bargo, si las células se transfieren a agua destilada y se agitan 

por 24 horas, la concentración del pigmento aumenta de 4.2 a 4.8 

veces. 

otros autores reportan que cuando las células se mantienen a 

5°C, se bloquea la producción de pigmentos carotenoides rosas 

(toruleno y torularodeno) y se incrementa la pr.oducci6n de beta­

caroteno (pigmento amarillo), quedando las células de un color 

naranja-rojizo. Se sugiere entonces que cuando las células estAn 

sintetizando carotenoides en agua destilada, con la carencia de 

sustratos, la hidrogenación de garnma-caroteno a toruleno se blo­

quea y se produce beta-caroteno. 

Por otra parte, se ha encontrado una aplicaci6n de lo 

anterior al utilizar a las levaduras como alimento para salmones, 

ya que se ha visto que en las costas de Noruega y Escocia, los 
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salmones tienen la carne blanca, debido a que no tienen acceso 

la alimentación que normalmente hace que la coloración de su 

carne sea rosa. Para corregir esta deficiencia, se agregdn 

pigmentos sintéticos a la dieta del salmón. 

Ot~os investigadores hicieron pruebas alimentando los 

salmones con levaduras productoras de carotenos y observaron que 

el pez absorbe el pigmento natural mas fácilmente que el sinté­

tico; debido a esto muchas compañías han mostrado interés en la 

utilización de las levaduras para colorear camarón, ademés de 

salmón. 

2.4.7. Relación entre PAL y la slntesis de pigmento rojo 

En el trabajo reportado por Gilbert y Tully (1982), se hicie­

ron mutaciones de una cepa de Rhodosporidium toruloides y se 

obtuvieron dos cepas mutantes incapaces de utilizar L-

fenilalanina como fuente de carbono o como fuente de nitrógeno. 

Una de ellas con niveles de actividad equivalentes al 2% de la 

cepa oriqinal, y la otra sin actividad enzimática. 

Ambas cepas siguieron produciendo el pigmento rojo, indicando 

que la enzima no está involucrada en la bios1ntesis del pigmento. 

Esto contradice a ogata et al. (1967), que sugieren la parti­

cipación de la enzima en la slntesis, pero sin mostrar ningún 

experimento que confirme esa suposición. También contradice a 

Hodgins (1971), en donde se asegura que la producción de la 
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enzima va acompañada del cambio de colorací6n de las células de 

amarillo a rojo y que una vez que esta transición se ha 

completado, se debe 1 levar a cabo la cosecha de células, ya que 

es el punto de mayor actividad enzimAtica. 

2.4.8. Intermediarios en el catabolismo de la L-fenilalanina. 

Marusich et al.(1981), realizaron fermentaciones con L-fe­

nilalanina doble~ente marcada {tritiada en el carbono 4 del ani-

l lo arom~tico y marcada uniformemente con He como ünica fuente 

de carbono, y cosecharon las células en la fase logarltmica para 

analizarlas por crornatograf!a con el objeto de conocer la 

secuencia catab6lica de la L-fenilalanina en B!L. glutínis. La 

secuencia que propusieron se muestra en la figura 2.5. 

L-fen Ac.t~cin Ac.benzoico Ac. 4-hidroxí­
benzoico 

FIGURA 2.5. Intermediarios en el catabolismo de la L-fenilalanina 
en !l!J..,. qlutinis 

2.4.9, Propiedades cinéticas. 

En el estudio de Havir y Hanson (1966), se observa que el 

comportamiento cinético de la enzima de tubérculos de papa no 

obedece a la cinética establecida por Michaelis-Menten: a medida 
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que la concentración de sustrato aumenta, la Km. aparente aumenta 

de 0.038 a 0,26 mM, y la Vr.i.ax aparente duplica su valer. 

Se reporta que la D-fenilalanina, que es un sustrhto rr~y 

pobre para la enzima, actúa corno un inhibidor competitivo. Er, 

presencia de este compuesto sí se observa la cinética de 

Michaelis-Menten. Esto se atribuye más bien a interacciones alos­

téricas que a la presencia de una serie de isoenzimas. 

En el estudio de Koukol y E.C.(1961), se realizan estudios 

sobre la fenilalanina dearninasa de Hordeum vulgare. En e>:perimen­

tos preliminares se habla encontrado que el ácido trans-cin~rnico 

inhibe la enzima. Asi, se escogieron las condiciones de ensayo 

de tal forma que el producto for~ado núnca alcanzara concentra­

ciones inhibitorias. Los resultados muestran que la velocidad de 

formación de producto es proporcional a la cantidad de enzima 

anadida, en un rango de 6 a 85 unidades de enzima, y que la for­

mación de producto catalizada por 60 unidades de enzima es li­

neal por un período de 2 horas. En otros experimentos se evalúa 

el efecto de la concentración de sustrato. Los resultados se 

grafican de acuerdo con I...ineweaver y Burk y se encuentra un valor 

de Km de 1.7 X io-'11. 

ogata et al. (1967) estudian la enzima producida por 

Rhodotorula glutinis y reportan que la actividad enzim~tica es 

directamente proporcional a la concentración de enzima en un 

rango de o a 600 microgramos. En la tabla 2.17 se muestra una 
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comparación de las propiedades cinéticas de la enzima de 

diferentes cepas de E~~ glutinis. En esta tabla se observa que 

los datos reportados son del mismo orden, excepto el de Ogata et 

al. (1967), que es mucho mayor. 

TABLA 2.17. Propiedades cinéticas de PAL de !!!L.~. 

L-fenilalanina 
Km (µM) Vmax 

2100 

250 

250 

500 

570 

1.4 mol/min/mg 

1.4 mol/min/U 

1.4 mol/min/ g 

* U= mol cinamato/ rnin a Joºc. 

L-Tirosina 
Km (µH) Vmax Ref, 

150 

lH 

Ogata et 
al 1967 

0.7 mol/min/mg Abell y 
Shen 

0.67 mol/min/U Hodgins 
1971* 

Wieder et 
al 1979 
Marusich 
et al 
1981 

Los experimentos realizados por Kalghdtgi y Subba Rao (1975) 

con PAL de Rhizoctonia polani muestran desviaciones significati-

vas de la cinética de Michaelis-Menten. En las gráficas de 

Lineweaver y Burk se obtiene una curva cóncava·hacia abajo. El 

valor de Km aparente aumenta de 0.18 rnM a 5 rnM cuando se incre­

menta la concentración de sustrato. Se reporta un comportamiento 

sirailar con L-tirosina. 

2.5 ANTECEDENTES DE APLICACIONES DE FENILALAllINA AMONIO-LIASA A 
FENILCETONURICOS, 

Hasta el momento se ha demostrado que el único tratamiento 

efectivo contra la fenilcetonuria son las dietas con bajo 
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contenido de fenílalanina. Estas dietas son dif1ci~c5 de seguir y 

no evitan la elevación de fenilalanina en la sangre ~n e~isodios 

de fiebre e infección. 

Existen adem~s pacientes fenilcetonúricos at1picos, con 

defectos en la biosintesis de los cofactores de la enzima f enil­

alanina hidroxilasa, que no responden al tratamiento con dieta. 

otra alternativa a este tratamiento es la utilización de una te-

rapia con 

miento y 

enzimas. Sin embargo, existen problemas con el aisla­

purificación de la enzima fenilalanina hidroxilasa de 

tejidos de rnam1feros. Además, esta enzi~a requiere de cofactore$. 

En cambio, la enzima fenilalanina amonio-liasa no requiere de 

cofactores y puede ser obtenida con mayor facilidad de plantas o 

microorganismos (Bourget y Chang, 1986). El higado convierte el 

producto (ac. t-cinámico) en ac. benzoico, y este es luego excre­

tado por la orina principalmente como acido hipúrico (Snapper et 

al.,1940), por lo que el tratamiento con PAL elimina la 

fenilalanina sin riesgos de toxicidad de los productos. 

A continuaci6n se describen algunas formas de aplicación 

terapéutica de la enzima fenilalanina amonio-liasa en pacientes 

con fenilcetonuria reportados en la literatura. 

2.s.1. Tratamientos orales 

2.s.1.1. PAL inmovilizada en cápsulas de gelatina 

Hoskins et al. (1980), proponen la administración de fenil-
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alanina amonio-liasa parcialmente purificada en forma oral,dentro 

de cápsulas de gelatina para remover en forma selectiva la 

fenilalanina de las protelnas de una dieta normal antes de ser 

absorbidas. 

Se efectúan experimentos administrando 200 U (no reportan 

cómo expresan las unidades de actividad) después de cada alimento, 

por un periodo de 12 dias, encontrándose una disminución de los 

niveles de tenilalanina en sangre a una cuarta parte del valor 

inicial en algunos pacientes. 

se observa que el nivel de fenilalanina en sangre en pacien­

tes fenilcetonúricos varia mucho, lo que hace dificil la inter­

pretación de las pruebas. Igualmente existe mucha variabilidad al 

medir la disminución de fenilalanina en sangre en un mismo 

paciente y una variabilidad mucho mayor entre pacientes diferen­

tes. 

La enzima se obtiene de una cepa de Rh.:.. glutinis, que no es 

tóxica, de esta manera no existen efectos adversos por la inges­

tión de la enzima; ademas, no se presentan problemas inmunológi­

cos, como en el caso de enzirr.as inyectadas. 

El tratamiento oral con la enzima es equivalente a la inges­

tión diaria de 3 g de ácido trans-cinámico. Este Acido se encuen­

tra en pequeñas cantidades en todas las plantas y también como 

aditivo y constituyente de algunos cosméticos. Tiene muy baja to-
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xicidad (OL 50 en promedio de 3. 4 g/Kg para ratas} y no es 

embriot6xico. Es metabolizado rápida~ente en rnam1feros y 

excretado principalmente como acido hipúrico. 

La gran variabilidad de los resultados obtenidos hace difi­

cil la aplicación de este método, ya que no se asegura su efica­

cia en todos los pacientes, 

Para que la enzima ejerza su acción en una íor~a adecuada,es 

necesario que una vez que el material alimenticio digerido salga 

del estómago, sea neutralizado en el duodeno, que sea en ésta 

parte donde se disuelvan las cápsulas para que se libere la enzi­

ma, y que la acción peristáltica sea suficientemente fuerte para 

asegurar un mezclado adecuado de la enzima con el contenido 

duodenal. Es claro que no en todos los individuos se dan estas 

condiciones, por lo tanto este método tiene una aplicación muy 

limitada. 

2.s.1.2. PAL microencapsulada. 

En el estudio de Bouget y Chang (1986}, se efectúa la rni­

croencapsulaci6n de la enzima y se administró oralmente a ratas 

con fenilcetonuria. 

se hicieron varios experimentos en donde se aplica el trata­

miento con microcápsulas que contienen diferentes cantidades de 

enzima. La administración de 5 unidades de enzima inmovilizada 
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dentro de las células artificiales diariamente disminuye la con­

centración de fenilalanina en plasma hasta los niveles normales 

en 6 d1as. Las ratas fenilcetonúricas que recibieron el trata­

miento no mostraron signos de comportamiento anormal o pérdida de 

peso en comparación con las ratas fenilcetonüricas no tratadas. 

La inmovilización de la enzima en células artificiales ofre­

ce varias ventajas, ya que queda protegida de otras enzimas 

proteoliticas y cambios en el pH del tracto gastrointestinal. 

Las células artificiales pueden actuar sobre la fenilalanina de 

los alimentos ingeridos, asi como en la fenilalanina que se 

difunde de la sangre al tracto gastrointestinal. Otros 

experimentos demostraron también que la enzima mantiene un 30% de 

su actividad a los valores fisiológicos de pH. 

2. 5. l. 3. Utilización de células perrneabilizadas de Rhodospo­

ridium toruloides. 

Gilbert y Tully (1985) proponen la administración oral de cé­

lulas permeabilizadas de Rhodosporidi!.!!!! toruloides para disminuir 

la concentración de fenilalanina en el intestino delgado, bajando 

asi los niveles del amino~cido en el plasma. 

En trabajos anteriores ya se ha reportado la suceptibilidad 

de la enzima libre a otras enzimas proteoliticas, y los intentos 

inútiles que se han hecho de modificarla quimicamente para darle 

protección. 
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En cambio, las células permeabilizadas protegen a la enzima 

de la acción de las enzi~as del tracto digestivo (tripsin~ y 

quimiotripsina}, pero permiten la difusión de sust!.atos y 

productos. 

Los experimentos 

de las células es mucho 

realizados indican que la enzima dentro 

rn~s estable al ataque proteolltico en 

comparación a los extractos de enzima libre. La tripsina resulta 

ser más activa que la quimotripsina contra la enzima protegida y 

lo contrario sucede con la cniirna libre. 

La cinética de la degradación de la enzima protegida muestra 

dos fases: al inicio hay una degradación muy lenta y se llega 

un punto en donde súbitamente comienza a degradarse con mucha 

rapidez. Esto sugiere que durante la inactivación i,icial lenta, 

la pared celular de la levadura es degradada y cuando se llega 

al punto entre las dos fases, la célula se rompe, liberando la 

enzima que es degradada a la misma velocidad que la enzima libre. 

Las propiedades protectivas de las células perrneabilizadas 

fueron similares sin importar las condiciones de fermentación del 

microorganismo. Algunas células fueron liofilizadas. Una vez que 

fueron rehidratadas se vió que mantenlan la propiedad de proteger 

la enzima. 

Se efectúa la comparación de las propiedades cinéticas de la 

enzima libre y la contenida en las células permeabilizadas.El va-
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lor de Km para la !enilalanina (600 micromolar) es idéntico para 

ar.ibas, y se compara con el dato establecido para la enzima puri­

ficada. 

El efecto de a~bas enzimas en los niveles de fenilalanina en 

el jugo duodenal se muestra en la tabla 2.18, en donde se ve muy 

claramente que las células permeabilizadas protegen a la enzima y 

permiten su funcionamiento. 

Para que sea efectiva esta protección "in vivo", es nece­

sario elevar los niveles de actividad enzimática en Rh.toruloides. 

Esto puede lograrse con ingeniería genética, teniendo as! una 

buena alternativa para el tratamiento oral de la fenilcetonuria 

con enzimas. 

2.s.1.4. Atrapamiento de PAL en fibra de seda para protegerla del 

ataque proteolitico. 

Inoue et al. (1986) atraparon la enzima en una proteina de 

uso oral, fibra de seda, para protegerla del ataque proteolitico 

de otras enzimas. 

Se hicieron experimentos comparando algunas propiedades de 

la enzima libre y de la enzima atrapada. Se demostró que la 

estabilidad en almacenamiento es mayor en la enzima atrapada, y 

que ambas tienen valores muy similares de Km y de pH óptimo. La 

enzima atrapada en fibra de seda muestra una resistencia mayor 
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"in vitre" al ataque de varias proteasas (tripsina y quimot.ripsi­

na) en comparación con la enzima libre. 

Para evaluar la actividad de las enzimas "in vivo", se mi<li 6 

la concentracibn del producto, Acido trans-cinámico en el plasma. 

TABLA 2.18. Efecto de PAL en los niveles de L-fenilalanina en el 
jugo duodenal. 

Reacción Concentración del aminoácido (r-~~) 
intervalos de tiempo (rnin) 

10 30 60 120 

---------------------------------------------
jugo duodenal o. 52 0.71 0.90 l.12 l. 35 

jugo duodenal 
+ enzima libre o. 48 o. 72 0,86 l.02 l. 25 

jugo duodenal 
+ cél. permeab. o. 57 Q.46 O.H 0.13 0.10 

se hicieron experimentos previos en donde se administró ac. ciná-

mico en forma oral a ratas, y se observó que es absorbido a la 

circulación sanguinea en donde alcanza un máximo nivel a los 

lo minutos, y luego desaparece rápidamente del plasma. 

Asimismo, la vida media en plasma de ac. cinámico inyectado re-

sulta ser de 10 a 15 minutos. Estos resultados sugieren que es 

posible estimar la actividad de la enzima en el tracto intestinal 

midiendo frecuentemente el nivel de producto en el plasma. 

Se inyectaron varias enzimas y L-fenilalanina en el duodeno 

de las ratas, observándose que cuando se utiliza la enzima inmo-
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vilizada, el cinamato en plasma tiene una vida de ~5 minutos. 

Estas determinaciones revelan que la enzima atrapada, pero 

no su forma libre, degrada la f enilalanina presente en el trac­

to intestinal, en ratas normales. No se hicieron estudios en ra­

tas con fenilcetonuria, sin embargo, este estudio provee un buen 

prospecto de terapia oral para la fenilcetonuria. 

2.5.2. Enzimas inmovilizadas para terapia extracorporal 

En la inmovilización extracorporal, la sangre del paciente 

circula por un reactor y luego es regresada en un proceso que re­

quiere anticoagulación con heparina. 

Las ventajas de la utilizaci6n de este método son que la en­

zima no esta sujeta a inactivación metabólica, y que no es proce­

sada por el sistema inmunológico. Ademas, por lo general las en­

zimas se vuelven más estables con la inmovilización, y se pueden 

utilizar varias veces. Esto hace que su utilización sea segura y 

económica. 

2.s.2.1. Reactores con PAL inmovilizada en fibras huecas. 

Ambrus et al. (1982), proponen el uso de reactores con 

fenilalanina amonio-liasa inmoviliza da para disminuir "in vivo" 

la concentración de fenilalanina en sangre. Las fibras empleadas 

son imp~rmeables a las moléculas de enzima, pero permiten la di-
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fusi6n de fenilalanina de la sangre, 

En este estudio se realizan experimentos para evaluar su 

seguridad para uso clinico utilizando perros y changos con 

hiperfenilalaninemia inducida. Los anirr.ales fueron anestesiados y 

heparinizados antes de la incorporación del reactor a la arteria 

y vena femoral, 

En los experimentos realizados se observa que la enzima de­

samina rápidamente la fenilalanina al inicio: en JO minutos la 

concentración de fenilalanina disminuye un B~\ del valor inicial, 

manteniéndose constante a partir de este momento y hasta los 120 

minutos, cuando se desmontó el reactor. La coricentración de L­

tirosina no sufrió cambios significativos durante el experiman~o. 

El nivel de glóbulos blancos, glóbulos rojos y plaquetas no 

cambió durante 2 horas de tratamiento, 

No se observan reacciones fisiológicas o inmunológicas 

desfavorables al repetir la aplicación de los reactores al mismo 

animal. El producto de la reacción, ac. t-cinAmico, es regresado 

a ¡a circulación, metabolizado y excretado como acido hipúrico. 

Estos reactores no ofrecen ninguna ventaja a individuos que 

han seguido una dieta baja en fenilalanina y que tienen· la 

enfermedad controlada. Sin embargo, cuando la concentración de 

fenilalanina aumenta debido a fiebre o infecciones, la aplicación 

de estos reactores es muy útil para disminuir rápidamente los 
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niveles del aminoácido. 

Quizás la rn~s importante aplicación de este tratamiento es 

en mujeres fenilcetonúricas embarazadas (que por su estado tienen 

un nivel alto de fenilalanina ) para prevenir daños al feto, sin 

riesgos para ninguno de los dos. 

2.s.2.2. Reactores enzimáticos multitubulares. 

Con otro reporte del mismo grupo, Ambrus et al. (1976) des­

criben la utilización de reactores enzirn6ticos con fenilalanina 

amonio-liasa inmovilizada evaluados ttin vitro" e "in vivo" para 

la disrnínuci6n de concentración de fenilalanina en la sangre. 

Se comparan varios tipos de reactores preparados con tubos 

de nylon, con diferente cantidad de enzima,a diferentes velocida­

des de flujo y a diferentes tiempos. Las mejores corridas 

disminuyen un 84% de la concentración de fenilalanina inicial 

en experimentos "in vitreº, aunque la información de este articu­

lo es bastante limitada. 

Se observa que la velocidad de flujo y el volumen circulado 

tienen un efecto pequeño en la capacidad de los reactores de dis­

rninu ir la concenctraci6n de fenílalanina. 

Despues se efectúan pruebas "in vivo" can perros hepariniza­

dos con fenilcetonuria experimental (administrando previamente 
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vía oral altas cantidades de fenilalanina y p-clorofenilalanina, 

un inhibidor de la enzima fenilalanina hidroxilasa). A los 15 

minutos de tratamiento se presenta una disminución del 82\ de la 

concentraci6n inicial de fenilalanina, despues de 30 minutos de 

tratamiento la concentración se eleva lentamente, pero se mantie­

en un 40% del valor inicial. A las dos horas se suspende el 

tratamiento, y la concentración aumenta muy ligeramente, alcan­

zando en 5 dias una concentración del 50\ del valor inicial. 

La elevación de f enilalanina que sigue al brusco descenso de 

la concentración inicial se debe probablemente a la liberación 

del aminoácido de los eritrocitos y tejidos, para reestablecer 

el equilibrio entre la fenilalanina circulante y la almacenada. 

La Última elevación lenta del aminoAcido se debe a la administra­

ción continua de L-fenilalanina y de p-clorofenilalanina. 

La utilización de estos reactores representa una buena 

alternativa como tratamiento para la disminución rápida de 

fenilalanina en sangre en pacientes fenilcetonúricos con estados 

de fiebre, infección y embarazo. 

2.5.3. Otras aplicaciones clínicas de la enzima 

2.5.3.1. Utilización de fenilalanina amonio-liasa para el 

tratarniento de tumores. 

Abell et al.(1973), evaluaron la efectividad de la enzima 

contra tumores en ratones. La enzima administrada en concentra-

58 



cienes de JOO unidades/Kg de peso disminuye rápidamente los nive­

les de L-fenilalanina y L-tirosina en sangre, inhibiendo el cre­

cimiento de los turnares, y produciendo curas en el 40% de los ra­

tones, 

Las preparaciones de enzima parcialmente purificada adminis­

tradas junto con dietas que contienen bajos niveles de fenilala­

nina resultan ser los tratamientos más efectivos. Los mejores 

resultados se obtienen cuando la enzima se administra cada 

horas durante 5 dlas. 

Los ratones presentan una pequeña pero significativa 

disminución de peso corporal a los 6 dlas de tratamiento, debida 

quizás a la falta de fenilalanina. Sin embargo se sabe que los 

mamlferos tienen la capacidad de utilizar fenilpiruvato, un 

análogo de la fenilalanina, como un sustituto del aminoácido 

esencial. Consecuentemente, si se manipulan cuidadosamente los 

niveles de fenilalanina en plasma a través del tratamiento con 

fenilalanina arnonio-liasa y con una dieta baja en el aminoácido y 

se suplementa con fenilpiruvato, es posible inhibir el 

crecimiento celular de neoplasmas sin afectar adversamente al 

huésped. 

En el trabajo efectuado por Fritz et al. (1976), se efectúan 

experimentos con algunas especies de mamiferos ( ratones, changos 

y ratas), algunos sanos y otros con tumores. 
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Se aplican inyecciones de fenilalanina arnonio-liasa a los 

animales y se detecta la dis~inuci6n en la concentración de 

fenilalanina y tirosina en plas~a a diferentes tiempos después de 

la aplicación de la inyección. También es evaluada la vida media 

biológica de la enzima, resul~ando ser de aproximada~ente 21 

horas después de la aplicación de una sola inyección. Se observa 

que este valor de vida media es el mismo para los animales sanos 

y para los que tienen tumores. 

Sin e~bargo, después de varias inyecciones, se obs~rva que 

la vida p¡edia biológica de la enzima disminuye considerablemen­

te (2 horas), especialmente en los animales con tumores, debido a 

la formación de anticuerpos. 

La importancia de este estudie radica en que la efectividad 

del tratamiento depende significativamente del tiempo de vida me­

dia de la enzima. Se propone hacer un estudio en el que se hagan 

modificaciones ~ la enzima para disminuir la respuesta inmunógena 

de los animales aumentando asi la vida media biológica enzimática. 

Para resolver este problema, Wieder et al., (1979) unen 

covalentemente la enzima con polietilen glicol. Comparan las pro­

piedades entre la enzima nativa y la modificada y concluyen que 

hay diferencias en el pH y temperatura óptimos. Además, la enzima 

modificada parece tener menor actividad y un valor de Km mayor 

debido quizAs a que el sustrato requiere un tiempo mayor para di­

fundirse en la cubierta de polietilen glicol, y llevar a cabo la 
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reacci6n. 

Sin ~mbargo, la utilización de la enzima modificada resulta 

muy ventajosa, ya que tiene una vida biológica en la sangre mucho 

mayor que la enzima nativa, después de una o varias aplicaciones. 

Tiene una resistencia mucho mayor a enzimas proteol1ticas, y 

reduce sustancialmente los problemas inmunológicos. 

2.J.5.2. Utilización de PAL para la determinación simultánea en 

plasma de fenilalanina y tirosina. 

El estudio efectuado por Shen y Abell (1977), demuestra que 

la enzima fenilalanina amonio-liasa. puede ser utilizada para la 

determinación cuantitativa en plasma o suero de fenilalamina y 

tirosina en pacientes fenilcetonúricos. 

La determinación se hace midiendo espectrofotométricamente 

l.os productos de la reacción de la enzima con los dos sustratos, 

a una longitud de onda de 290 nm para el ácido tr~ns-cinámico y 

de 315 nm. para el ácido p-cumárico. 

El método es sensible hasta concentraciones micromolares de 

los dos compuestos y sólo se requieren 20 microlitros de plasma o 

suero para determinar simultáneamente los dos aminoácidos. Este 

método puede ser utilizado en la detección de fenilcetonuria o 

para monitorear la evolución y el control de la enfermedad, ya 

que es rápido, sensible y requiere muy pequeñas cantidades de 

sangre. 
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CAPITULO III 

MJITERIALES Y ~ 

3,l. ORGANISMOS 

Se utilizó una cepa de Sporidiobolus pararoseus NRRL Y-5484. 

3.2. MEDIOS DE CULTIVO 

Los siguientes medios de cultivo son utilizados en este tra­

bajo: 

3.2.1. Medio YM (Yeast Medium) 

Este medio contiene extracto de levadura, 0.3%; extracto de 

malta,0.3%; peptona, 0.5%; glucosa, l.0% y agar, 2.0%. No se 

ajusta el pH, el medio debe ser ligeramente ácido. 

J.2.2. Medio A 

La cornposición de este medio es la reportada por Abell y 

Shen. Contiene extracto de levadura, 0.1%; extracto de malta, 

l.o\; L-fenilalanina, 0.1%. 

3.2.3. Medio B 

Contiene glucosa, 1.5\; extracto de levadura, O.J5% y 

extracto de malta, 1.4%. Es el medio que resultó óptimo de 

acuerdo con los resultados del método de Box Wilson. 
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3.2.4. Medio e 

Este medio es el seleccionado finalmente para la producción 

de la enzima, considerando todos los resultados. Contiene 

extracto de levadura, 0.35\¡ extracto de malta, 1.4\; L­

fenilalanina, 0.5\. 

3 • 2 • 5. Medio O 

Contiene L-fenilalanina, 1.5\; solución stock de sales 

(O.OOlg/ml de NaCl, 0.001ll2g/ml de MnSO•·HzO y 0.001828g/ml de 

Feso~·7H20}, 1.0%. Utilizado en las mutaciones. 

3.2.6. Medio E 

Contiene L-fenilalanina, O. l\, solución stock de sales, 

1.0%, y aqar, 2.0\. Utilizado en las mutaciones. 

3.3. PRESERVACION 

3.3.l. Preservación del microorganismo 

La cepa es mantenida en medio sólido YM. Se incuba a 30 ºe 

durante una semana, y posteriormente se almacena a 4~C. 

J.3.2. Preservación de la enzima 

una vez que fué realizada la permeabilización de las 

células, se almacenaron a 4°C en dos formas: 

a) Resuspendidas en buffer de fosfatos O.OSM, pH 7.4, con 0.85% 

de NaCl, con 9licerol al 25%. 

b) Liof ílizadas (se utilizó una liof ilizadora LABONCO (Freeze­

Dry-3). 
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3. 4. FEP.MENTACIONES 

J.4.1. Preparación de in6culos 

Los in6culos para experir.(entos a nivel matraz son preparados 

en matraces erlenmeyer de 250 ml, contenien~o 100 ml. de medio, 

que se incuban durante 24 horas a Joºc, con una agitación de 180 

rpm en una G 24 Environmental Incubator Shaker (New Brunswick 

Scientific Ca, Inc.) 

Por otro lado, se preparan tubos con un mililitro d~ 

solución de glicerol al JO\ y se esterilizan. Una vez transcurri­

do el tiempo de fermentación, se agrega un mililitro de inóculo a 

cada tubo y posteriormente se congelan. Estos inóculos se utili­

zan en experimentos con varios natraces, donde es necesario poner 

aproximadamente la misma cantidad de células en cada matraz. 

Todos los experimentos a nivel matraz (excepto el de la in­

fluencia de la aireación en el crecimiento del microorganismo, 

punto J.4.4.) se llevan a cabo en matraces de 250 rnl. con 100 

rnl. de medio, a 30°C y 180 rpm. 

Para los estudios en fermentador el in6culo se prepara en 

matraces erlenmeyer de 250 ml. conteniendo 50 ml. de medio que se 

incuban a JOeC y 180 rpm, por 24 horas. En este caso el inóculo 

corresponde al 10\ del volumen del fermentador. 

3.4.2. Fermentación para producción de biomasa 

Las fermentaciones se llevan a cabo en matraces erlenmeyer 1 

64 



en las condiciones ya descritas. Para su análisis se efectúan las 

siguientes determinaciones: 

3.4.2.1. Froducci6n de biornasa 

El crecimiento microbiano se determina midiendo la densidad 

óptica dél medio a 650nm, utilizando un espectro!ot6metro PERKIN­

ELMER (Lambda JA UV/VIS). 

3.4.2.2. pH. Utilizando un potenciómetro Beckman 41. 

3.4.2.3. Cuenta de células 

se realiza uti 1 izando una c:!.rnar-a de Heubauer, que es un 

portaobjetos especial cuadriculado en su parte central. Se 

colocan unas gotas del rnedío de cultivo en la cámara, se coloca 

encima el cubreobjetos, y se cuentan las células por lo menos en 

lo cuadros. Se sabe que cada una de los 25 cuadros centrales 

tiene un volumen de 0.004 mm; con este dato se obtiene el número 

da células por mililitro de medio de cultivo. 

J.4.3, optimización del m~dio de cultivo para producción de 

biomasa. Método de Box Wilson. 

En el punto 4.a. están detallados los pasas que se siguieron 

y los experimentos.que se realizaron. 

3. 4. 4. Influencia de la aireación en el crecimiento . del 

microorganismo. 

Los experimentos realizados se describen en el punta 4.9. 
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3.4.5. Fermentación para inducción de la enzima 

Para el análisis de esta fermentación se realizan las deter­

minaciones siguientes: 

3.4.5.l, Crecimiento microbiano 

J.4.5.2. pH 

3.4.5.3. Determinaci6n de actividad enzimática. 

Para hacer esta determinacion es necesario permeabilizar las 

células. Los pasos a seguir se muestran a continuaci6n. Se 

hicieron algunas modificaciones la técnica reportada por 

Gilbert y Tully (1985) para hacer más rápido el proceso. 

l. Centrifugar 10 ml. de medio de cultivo 10 minutos 

rpm, a una temperatura de 4~C. 

2. Permeabilizar agregando 1 ml. de acetona. 

3. Reposar 15 minutos con agitación ocasional. 

4. Recuperar por centrifugación (10 1 000 rpm, lo minutos). 

10,000 

5. Lavar al menos dos veces por centrifugación con buffer de 

fosfatos O.OSM, pH 7.4 con 0.85% de NaCl a 4°c. 

6. Conservar a -20°c como pasta seca, o bien, 

7. Determinar actividad. Resuspender la pastilla en 

buffer de fosfatos (punto 5). 

Método de ensayo: Abell y Shen. 

rnl. de 

La reacción se inicia por la adición de enzima a o~B33mM de 

L-fenilalanina en buffer Tris-HCl o.lM, pH s.s. La reacción es 

seguida a 290 nm. con un espectrofotómetro PERKIU-ELMER (Lambda 

JA UV/VIS). La actividad se determina a partir del cambio de 
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absorbancia en un periodo de 10 minutos, utilizando un valor de 

9,000 Abs l/mol como el coeficiente de extinción molar para el 

ácido trans-cin~~ico. 

Una unidad de enzima se define como la cantidad de proteina 

que cataliza la aparición de 1 µmol de ácido trans-cinámico por 

minuto a 25°C. La actividad especifica se expresa como unidades/g 

de biomasa. 

La actividad de la enzima utilizando L-tirosina como 

sustrato también puede ser determinada espectrofotométricamente a 

315 nra. Se calcula utili~ando un valor de 10 1 000 Abs l/mol como 

el coeficiente de extinción molar para el ácido p-curnárico. En 

este caso se utiliza la misma concentración de sustrato y el mis-

mo buffer. 

El volumen de ensayo es de 3.0 ml. La reacción se lleva a 

cabo directamente en las celdas del espectrofotómetro. Las 

cantidades a utilizar se muestran en la tabla J.1. 

TABLA 3.1. Condiciones experimentales para· el ensayo de actividad 
enzimática 

Buffer Tris-HCl 
O.lM pH 8.5 

L-fenilalanina 
24.99 mM 

Enzima (cél. 
permeabilizadas) 
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J. 4. 6. Fermentación en fermentador Bio Flo con control de 

agitaci6n y temperatura. 

Para el análisis de esta ferpentaci6n se realizan las deter­

minaciones que se mencionan en el punto 3.~.s. 

J. 5. MUTACIONES 

El agente mutante que se utiliza es la nitrosoguanidina (N­

tnetil, U-nitro, N-nitrosoguanidina). Se utilizan los medios de 

cultivo D y E. Es muy importante poner especial atención a las 

precauciones recomendadas para rr.anipular la nitrcsoguanidína. 

Todo el material utilizado debe marcarse para evitar que se 

confunda con material no contaminado y debe mantenerse por 24 ho­

ras en una solución de HCl O. lt~, que transforma la nitrosoguani­

dina en ácido nitroso. La técnica se muestra en la figura J.1. 

Se hace una prueba control (tiempo cero), y tiempos de contacto 

del agente rnutágeno con las células de 10, 20, 30 1 40 y 50 rr.inu­

tos. Todas las cajas se hacen por duplicado. 
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a 3011 c.1ao rpm 

ni o 
º~ ~¡ 

Ni troso9uani di na esteri I i 2ada 
por filtración 

2ml T 
tiempo de contacto del aq. mutante 
con el microor9anismo 

Agregar 16 mi de agua estéril (4 veces el vol. de ensayo) 

/lml 
1nocu1 ar por 
superficie 

\ 
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Incubar a 3o•c. hasta que aparecen las colonias resistentes 

.¡, 
Selección de las coloni.1s de mayor tamarao. 

resiembra en medio YM. 

J. 
Medición de actividad 

FIGURA 3.1. Tratamiento mutagénico de Sporidiobolus pararoseus 
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CAPITULO IV 

RESULTADOS :¡_ ¡;> 1SCV5 IOll 

4 • l. SELECCIO!: DEL MI CROORGA!llSMO 

La selección del microorganismo productor de fenilalanina 

amonio-liasa se hizo en base a la literatura consultada, en donde 

se reporta la producción de la enzima por plantas, hongos y 

levaduras, siendo este último grupo el que presenta un mayor 

número de especies para elegir. 

Se pensó que seria interesante trabajar con una cepa poco 

estudiada en la producción de la enzima, teniendo como base el 

que su utilización presentara alguna ventdja, y se decidió elegir 

una cepa de Sporidiobolus pararoseus. 

La única información que existe en la literatura consultada 

sobre ésta levadura es la reportada por Evans et al. (1987), en 

donde se hace la comparación de las actividades de las enzimas 

producidas por una gran variedad de le·vaduras, como se r.iuestra en 

ia t~bla 4.1. En esta tabla se puede ver que los mayores valores 

de actividad reportados corresponden cepas de Rhodotorula 

alutinis y Rhodotorula rubra, sobre las que hay mucha información 

en cuanto a la producción de enzima. Les siguen en orden decre­

ciente las cepas de Sporidiobolus pararoseus con valores más al­

tos que el promedio del resto de las cepas. 
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Este microorganismo pertenece a la familia de las levaduras 

teliosp6ricas, que a su vez pertenece al género de las levaduras 

basidiospor6genas. El nür.iero de cepas ~~e han sido ais1~das es 

pequeño, y se asocian generalnente a hojas de plafitas. Pertenece~ 

al grupo de levaduras tolerantes al fria {que pueden crecer a 

ºe), y sintetizan pigmentos carotenoides (Skinner et al. ,1980). 

4, 2. CARACTERIZACION DE LA FERMEllTACIOll PARA PRODUCCIO!I DE 

BIOMASA 

Esta fermentación se hizo para conocer la curva de 

crecimiento del microorganismo, y la producción de biornasa con 

dos medios de cultivo diferentes: medio i'M y rr:edio A. 

4.2.1. Fermentación con medio YM 

Se utilizaron cuatro matraces inoculados con la misma 

cantidad de células (aprox. 35 X 107 cel.) que se inocularon a 

diferentes tiempos para cubrir todas las horas de ferwentación 

(de O a 50 h). Los resultados se muestran en la figura 4.1, en 

donde se puede ver la duración aproximada de cada fase de la curva 

de creciDiento: Fase lag o de adaptaci6n (de cero a seis horas), 

Fase logarítmica {de las 10 a las 14 horas) y Fase estacionaria 

(de las 40 a las 46 horas). 

En el transcurso de la fermentación hay un ligero descenso 

del pH. Esto se debe a la degradación aerobia de la glucosa que 

posteriormente son utilizados en la sintesis de aminoácidos y en 
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TABLA 4.1. Valores de actividad de la enzima fenllalanina 
amonio-liasa en aislados naturales. 

Aislado 

SPA 1 
SPA 2 
SPA 3 
SPA 4 
SPA 5 
SPA 6 
SPA 7 
SPA 8 
SPA 9 
SPA 10 

Identif icaci6n 
taxonómica 

Rhodotorula rubra 
Sporidiobolus pararoseus 
Rhodotorula glutinis 
Steptomycete sp. 
Rhodotorula rubra 
Rhodotorula rubra 
Rhodosporidium toruloides 
Rhodotorula glutinis 
Rhodotorula glutinis 
streptomycete sp. 

Activ. Espec1fica 
(U/g cel) • 

37.16 
29. 56 
30 .10 

4.51 
3 2. 53 
33. 40 
32. 36 

4 .16 
7.70 
5. 03 

SPA 11 Rhodotoru la infirmo-miniatum 29. 83 
SPA 12 Rhodotorula rubra 34.90 
SPA 13 Rhodotorula rnalvinellum 18. 00 
SPA 14 Rhodotorula rubra 6. 53 
SPA 15 Rhodotorula grarninis 6.76 
SPA 16 Rhodotorula rubra 21. 20 
SPA 17 Sporidiobolus roseus 18.98 
SPA 18 Rhodotorula rubra 3. 25 
SPA 19 Rhodotorula minuta 30. 91 

ATCC 0559 P..hodotorula glutinis 28. 41 
;,rcc 2on Sporidiobolus pararoseus 31. 40 

• La actividad esta expresada en µmoles de ac. trans~cinámico 
producido por gramo de células (peso seco) por minuto a Joºc. 

la construcción de múltiples rnacromoléculas constituyentes de la 

célula. 

En la fase estacionaria se alcanzó una densidad óptica de 

0,592, que equivale a 3.90 g de células/ l de medio de cultivo 

(dato obtenido a partir de una curva de peso seco, O.O. a 650nm 

vs g cel/rnl de medio). 

4.2.2. Fermentación con medio A 
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Se hizo de la misma forma que la fer~entación con reedio YM. 

Los resultados están representados en la figura 4.2. En esta 

fermentaci6n se observan algunas diferencias con respecto la 

del punto anterior: el medio utilizado no contiene gluc:osa, pen> 

sl L-fenilal~nina, que es el inductor de la enzima. En las horas 

iniciales de la fermentación el pH desciende debido a que el 

rnicroorganisrno está metabolizando aeróbicamente el extracto de 

malta; posteriormente el valor de pH comienza a aumentar, lo que 

indica que la levadura ya está produciendo la enzima, y que ésta 

ya esta actuando sobre la fenilalanina del medio, dejando amonio 

libre, que es el responsable de que el valor de pH au~ente. 

La velocidad de producción es ligeramente mayor en 

comparación con la fermentación anterior (la fase estacionaria se 

alcanza a las 35 horas), pero la productividad es mucho ¡r,enor 

(2.37 g cel/ l de medio) debido a la falta de glucosa en el medio. 

Es mUJ' importante considerar estos factores, ya que tienen que 

ver con la economía del proceso de producción. 

4. J. FERME!ITACIOll PARA MEDIR ACTIVIDAD ENZIMATICA CON MEDIO DE 

CULTIVO A. 

En la literatura consultada se encuentra reportado que la 

mayor actividad enzimática se produ~e al final de la fase 

logarítmica o al inicio de la fase estacionaria. Con base en 

estos datos y en la información obtenida sobre la curva de 

crecimiento del microorganismo se procedió a efectuar otra serie 

de fermentaciones en las que se midió actividad desde las 18 
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hasta las 35 horas de fermentación. 

En varias ocasiones se tomaron muestras que se dividian: en 

una mitad se hacia la f>ermeabilizaci6n de las células, y en la 

otra no. La actividad de la enzima solo se manifestó en células 

permeabilizadas. Esto sugiere que existe una barrera en las 

células intactas que no permite ni que el sustrato entre, ni que 

la enzima salga. Al permeabilizar se facilita la entrada del 

sustrato a la célula y posteriormente la salida del producto. 

La velocidad de crecimiento Y. la fonr.aci6n de fenilalanina 

af!",onio-liasa en este medio se muestra en la figura 4. J. Alrededor 

de las 25-26 horas de fermentación se alcanzó el valor de máxima 

actividad, que luego disminuyó al comenzar la fase estacionaria. 

La actividad enzimática se manifestó al final de la fase 

logaritmica, esto nos sugiere que el catabolismo de la 

fenilalanina es requerido solo bajo condiciones de limitación de 

carbono o nitrógeno; es decir, una vez que el microorganismo se 

ha terminado la (o las) fuente de carbono o nitrógeno de mayor 

facilidad de asimilación ocurre la inducción de la enzima. 

El mayor valor de actividad obtenido fue de 5.42 U/g. Los 

cálculos efectuados para obtener este dato se muestran a 

continuación: para el matraz 2, muestra (26 horas de 

fermentación, o.o.= 0.208). De los datos obtenidos en la 

determinación de actividad (D.o.vs tiempo} se obtiene la pendien­

te. Para esta muestra se obtuvo una pendiente de 0.0254. 
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.. , 

h e e donde e = 9,000 Abs l/ mol 

e A = O. 0254 ~ hbs/r.lin 
e 9000 hbs/ l mol 2.82 X lo-• mol/l min 

• 2. 82 X 10 •3 µmol/ml min (diluida 1: 30) 

2.82 X 10 -> µmol X 
min.ml.susp. 

ensayo 

Jml.susp.ensayo 
o.lrnl.susp.cél. 

0.0846 u mol 
min.ml.susp. 

cél. 

La densidad óptica de la muestra 3 (0.208} corresponde a 1.5 

X 10-3 g células/ml de medio que se concentran 10 veces para el 

ensayo de actividad. Para obtener la actividad especifica se 

dividen las unidades / ml entre el valor de peso seco: 

0.0846 umol/min.ml.susp.cél._ 
o. 0156 gcél/ml.susp.cél. - 5.42 urnol/rnin gcél.= 5.42 U/g 

5.42 U/g X 1.56 g cél/l de medio 8.45 U/l 

Este valor de mAxima actividad resultó muy bajo coraparado 

con los datos reportados en la literatura, por lo que se conside-

r6 la posibilidad de que la enzima se saliera de las células en 

la permeabilización y se estuviera perdiendo en los lavados. Se 

procedió entonces a medir actividad en el buffer de lavado de 

varias muestras, encontrándose en todos los casos que no habia 

activid'ad y por lo tanto que la enzima no se sale de la célula. 
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4. 4. ESTABILIDAD DE LA EtlZIMA 

En forma pa:-alela se hicieron otros experimentos para 

conocer la e~:.abilidad de la enzima {células permeabilizadas 

resuspendidas en tuffer de fosfatos 0.05M con 0.85\ de NaCl, pH 

7.4. Se compararon 3 condiciones de almacenamiento: 

l. A temperatura ambiente (24°C) 

2. En refriqeraci6n (4°C) 

3. En refrigeración, y burbujeando nitrógeno en la suspensión de 

células después de cada medición de actividad, antes de 

alrr.acenar. 

En la tabla 4. 2. ~e puede ver que el efecto de la 

temperatura de almacenamiento en la estabilidad de la enzima es 

muy importante. Hay que recordar que la enzima se encuentra 

todav 1a dentro de la célula junto con otras enzimas, las que a 

temperaturas mayores tienen mayor actividad, y pueden contribuir 

a la pérdida de actividad de la fenilalanina amonio-liasa. En 

contraste con lo anterior, no se observan e[ectos importantes en 

las células burbujeadas con nitrógeno. 

4. 5. pH OPTIMO DE LA EllZIMA 

Se efectuaron una serie de experimentos en los que se varió 

el pH al medir actividad de 7.5 a 9.o (a una temperatura de 24°C). 

Se encontró que el pH óptimo de la enzima es 8. 7 (figura 4. 4) . A 

éste pH la enzima tiene la conformación más adecuada (dada por las 

estructuras terciaria y cuaternaria) para actuar sobre el 
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sustrato, 

TABLA t. 2, Efecto de las condiciones de almacenamiento en la 

estabilidad de PAL 

Tier.ipo de 
almacenamiento 

15 d1as 

30 dias 

60 d1as 

T :24~c 

21 

o 

o 

Actividad residual (%) 

T =4°C 

86 

ST 

T=4°C burbujeando 
con N2 antes de 

almacenar 

89 

60 

39 

4. 6. FERMENTACION PARA MEDIR ACTIVIDAD EtlZIMATICA CON MEDIO DE 

CULTIVO D. 

Esta fermentación se llevó a cabo con el fin de saber si se 

pod1a obtener una mayor actividad enzimática al crecer el 

microorganismo en un medio que tuviera fenilalanina como única 

fuente de nitrógeno y de carbono, como se reporta en el estudio 

de Kane y Fiske (1985). 

Para esta fermentación se hizo otra curva de peso seco. Se 

utilizaron matraces inoculados con la misma cantidad de 

células, a diferentes tiempos. En la figura 4.5 se puede observar 

que las fases de la curva de crecimiento no están bien definidas. 

Corno era de esperarse, en este medio el microorganismo crece muy 

poco. En la fase estacionaria se alcanzó una producción de 1,72 
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g cél/l de medio. 

En '1a tabla 4.3 se efectúa una comparacioñ entre las 

fermentaciones con los tr.edios de cultivo A y O. La fermentación 

con el medio O presenta la ventaja de que se obtiene una 

actividad bastante mayor, en un menor tiempo de fermentación, sin 

embargo, se obtiene muy escasa biomasa y por lo tanto menor 

actividad por litro de medio, lo que constituye una desventaja 

importante. 

Desde el inicio de la fermentación el pH comienza a 

aumentar; es muy probable que la levadura produzca la enzima 

desde el principio, registrándose as1 valores altos de actividad 

en las primeras horas (que tienden a disminuir conforme la 

fermentación transcurre), ya que el medio tiene fenilalanina como 

única fuente de carbono y nitrógeno, aunque también en muy 

probable que se produzcan otras enzimas, ya que la levadura puede 

TABLA 4 .. 3 Comparación entre las fermentaciones con los medios de 

cultivo A y o. 

Datos de la muestra 
de mayor actividad 

enzimática 

máxima activ. (U/g) 

tiempo de fermen-
tación 

g cél/l medio 

U/ 1 madi o 

medio A medio D 

5. 42 9.13 

26 h 8h 40 min. 

l. 56 0.80 

8.45 7.30 
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utilizar otros mecanismos ajenos PAL para :':letabolizar la 

fenilalanina (transaminaci6n, desa~inación). 

4. 7. MUTACIOllES 

En vista de que ninguno de los resultados obtenidos era 

suficientemente satisfactorio, se opt6 por buscar la 

sobreproducción de la enzima por medio de un tratamiento al 

microorganisno con nitrosoguanidina, un agente r..utAgeno. fs 

necesario definir al inicio las condiciones del tratamiento 

requeridas para tener un 0.01\ de sobrevivientes. 

El criterio utilizado para hacer la selección de la!i 

probables mutantes que tuvieran mayor actividad enzimática fué el 

sig-.iiente: las células que sobreviviere:: al trc:.ta!dcnto ftieron 

inoculadas en medio E, que contiene fenilalanina corno única 

fuente de carbono y nitrógeno; para que el microorganismo pudiera 

crecer en él tendria que producir fenilalanina amonio-liasa. Por 

lo tanto era de esperarse que las colonias r.iás rápidamente 

producidas y de mayor tamaño tuvieran mayor actividad enzimática. 

Para considerar este criterio completa~ente válido, habría 

que suponer que la levadura únicamente puede metabolizar la 

fenilalanina por medio de la enzima fenilalanina amonio-liasa, lo 

que no es cierto, ya que es un organismo que contiene una gran 

variedad de enzimas, y por lo tanto cuenta con varias vias para 

metabolizar un sustrato. 
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Se prob6 igual~ente la posibilidad de incluir un indicador 

ácido-base en el medio s6lido para detectar la alcalinizaci6n del 

medio producida por la acci6n de la enzima sobre el sustrato; de 

ésta ~anera, las colc~ias que tuvieran las zonas de cambio de co­

lor de mayor tarnano serian las mayores productoras de enzima. Es­

tos experi~entos no se tomaron en cuenta debido a la falta de 

reproducibilidad en los resultados. 

Al no contar con un criterio más confiable, se seleccionaron 

las colonias más grandes de las sobrevivientes de los tiempos 

mayores de contacto con el agente mutágeno, se resembraron en 

medio YM, y se les midió actividad en medio o (figura 4.6). En 

los tres casos se observaron valores de actividad muy altos en 

conparación con los obtenidos con la cepa original en el mismo 

medio de cultivo. 

Estos valores tanbién tienden disminuir conforrae 

transcurre la fermentación, siendo muy dr§stico el descenso 

inicial del valor de actividad. 

Existe también el inconveniente, al igual· que con la cepa 

original, de que la producción de biomasa es muy baja. La muestra 

de mayor actividad (cepa B, muestra de las 12h 35 rnin. de 

fer~entación) tiene una O.O.= 0.096, que equivale a 0.379 g/l y 

un valor de actividad de 6.97 U/l , que resulta muy 

comparación con los resultados que se obtuvieron para 

original en los dos medios usados. Es muy probable 

bajo en 

la cepa 

que se 

hubieran encontrado valores todavía mayores de actividad en las 
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primera~ horas de fermentaci6n, sin embargo se ccnsider6 que no 

va11a la pena hacer estas deter~inaciones debido la baja 

producción de bio~asa. 

Se decidió entonces crecer las tres cepas seleccionadas er, 

medio A, y determinar el pico de actividad para tener un punto 

m6s de comparación con la cepa orig~nal {figura 4.7). Las cepas A 

y B tienen valores de actividad ligeramente superiores al 

obtenido para la cepa original, que se alcanzan en tie~pos de 

fermentación ligeramente menores (tabla 4.4) 

TABLA 4.4. Mediciones de actividad de las cepas seleccionadas en 
el medio A. 

Datos de la muestra 
de mayor actividad 

enzimAtica 

Máxima actividad 
(U/g) 

tiempo de ferro. 

g cél/ l medio 

U/l de medio 

Cepa A 

6. 54 

21 h 

l. 43 

9. 42 

Cepa B Cepa C 

6.23 l0.41 

22h 15 min. 15h JO min. 

l. 69 l. 44 

10.52 14.99 

Sin embargo, el. valor de rnáxirr.a actividad alcanzado en la 

fermentación con la cepa e es aproximadamente el doble que el 

obtenido con la cepa A, en un tiempo de fermentación mucho menor 

(casi la mitad). La producción de biomasa es en todos los casos 

muy parecida. El valor de unidades/ litro de medio también es 

mucho ~ayer para la cepa c. 
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con base en los resultados anteriores, se decidió 

seleccionar a la cepa e para utilizarla en todos los experimentos 

posteriores, ya que presenta roúltiples ventajas con respecto a la 

cepa original (tabla 4.5). 

TABLA 4.5. Comparación entre las cepas original y mutada e en 
medio de cultivo A. 

Datos de la muestra 
de mayor actividad 

enziro~tica 

máxima actividad 
(U/g) 

tiempo de fer-
mentaci6n 

g cél/l medio 

U/l de medio 

Cepa original Cepa mutante e 

5.42 10. 41 

26 h 15h JOmin. 

l. 56 l. 44 

8.45 14. 99 

4. 8. OPTIMI ZAC!ON DEL MEDIO DE CULTIVO PAR/\ PRODUCCION DE 

BIOMASA. MEl'ODO DE BOX WILSOll. 

Se decidió incluir.glucosa en el medio en base al trabajo 

reportado por Orndorff et al.(1988), en donde se incluia glucosa 

en el medio para obtener una producci6n de biomasa muy alta. Una 

vez que los microorganismos utilizaban toda la glucosa del medio, 

se expresaba la actividad de la fenilalanina amonio-liasa. 

Se hicieron varias fermentaciones para conocer la curva de 

crecimiento de la cepa c. El medio de cultivo utilizado fué el 

nivel base elegido para el estudio de Box Wilson (tabla 4.6.) y 

se encontró que la fase estacionaria se·alcanzaba a las 30 horas 
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de ferrnentaci6n. Una vez que se tuvo este dato se pro=edió 

hacer los experimentos, midiendo la densidad óptica al finalizar 

la fermentación. 

En la primera parte de la optimización del medio se escogie-

ron como parámetros a optimizar el pP., concentración de glucosa y 

de e~tracto de malta. 

El número de experimentos a realizar est dado por 2t1, 

donde n es el número de par~metros a optimizar. En nuestro caso 

fué 23 =B .experimentos, por duplicado, quedando un total de 16 

matraces. 

Una vez escogido el nivel base para la composición del medio 

se establecieran los números de unidades de variación, y con ello 

quedaron definidos los niveles superiores e inferiores de varia­

ción. El nivel base del que se parti6 se muestra en la tabla 4~6. 

Se escogió un nfimero de unidades de variación de 0.5 para los 

tres parámetros. 

TABLA 4.6. Hiveles de variación. Primera serie de experimentos. 

Parámetro 

Extracto de 
malta 

Glucosa 

pH 

Nivel inf. 
de variac. 

0.5\ 

0.5% 

4.9 

Nivel base 

1.0\ 

1.0% 

5 .4 

90 

Nivel sup. 
de variac. 

l. 5\ 

l. 5\ 

5.9 

No. unid. 
de variac. 

0.5 

0.5 

0.5 



Las condiciones de cada expcriroento se muestran en la tabla 

4.7. Se utilizaron :-.:~traces erlen::-.eyer, en las condiciones ya 

descritas; todos los experimentos se hicieron por duplicado, 

midiendo la densidad bp:ica del ~edio de 6 a e horas después de 

haber alcanzado la fase estacionaria ( que se alcanza alrededor 

de las 30 horas utilizando la cepa mutante) para tener la 

seguridad de que el microorganismo ya dejó de crecer, pero antes 

de que los valores de densidad óptica cOmiencen a disminuir. Se 

sac6 el promedio entre los duplicados. 

TABLA 4.7. Experimentos realizados en la primera parte de la 
optimizaci6n del medio. 

Experimento pH 

l 4.9 
2 4.9 
3 4.9 
4 4,9 
5 5. 9 
6 5.9 
7 5.9 
B 5. 9 

Glucosa 
(\) 

0.5 
0.5 
l. 5 
1.5 
0.5 
0.5 
l. 5. 
1.5 

Extracto de malta 

0.5 
1.5 
0.5 
1.5 
0.5 
1.5 
0.5 
l. 5 

OnB vez que se obtuvieron los resultados, fué. necesario cal-

cular el coeficiente de regresión para cada parámetro. Por ejemplo 

para pH tenemos: 

X pH 
i o.o. pH superiores - i o.o. pH inferiores 

No. de eperimentos (8) 

El valor absoluto del coeficiente de regresión indica qué 
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tan importante es un parámetro respecto a los otros (el de mayor 

valor absoluto es el más importante). Si el valor es positivo, 

indica un efecto igualmente positivo del parámetro, ~s decir, hay 

que aumentarlo. Un valor negativo indica que hay q'Je disminuirlo. 

Después se multiplica para cada parámetro el coeficiente de 

r.egresi6n por las unidades de variación obteniéndose un valor 

para cada uno de los parámetros. El que tenga el valor absoluto 

mayor serA el más importante. 

Una vez terminada la primera serie de experimentos, se obtu-

vieron los coeficientes de regresión para cada parámetro, que se 

muestran en la tabla 4.8. Después se multiplicaron los coeficien-

tes de variación por las unidades de variación, obteniéndose los 

valores que se muestran en la misma tabla. 

TABLA 4. 8. coeficientes de regresión. Primera 

experimentos 

serie de 

pH glucosa extracto de malta 

repetición 7.5Xl0-3 0.02125 

multiplicando los coeficientes de variación por las unidades de 
variación: 

primer experimento 

repetición 

pH 

-0.001625 

0.00375 

glucosa extracto de malta 

o. 000375 0.05685 

0.00785 0.01062 

Estos resultados nos indicaron que el parámetro més 
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importante (por tener el mayor valor absoluto) era el extracto de 

malta. TomAndolo corno referencia se hizo el cálculo de cut.tinto 

hab1a que variar el pH y la concentración de glucosa al aumentar 

en 1.0.\ el extracto de malta, obteniéndose los valores de la 

tabla C9. 

TABLA 4.9. Variación del pH y concentración de glucosa en función 

del aumento del extracto de malta. 

primer experimento 

repetición 

pH 

-o. 028 

o. 353 

glucosa 

0.00659% 

0.739% 

El efecto del pH·resultó despreciable, ya que considerando 

el segundo experimento al aumentar en 1.0% la concentración de 

extracto de malta, apenas se moveria en 0.353 el pH, mientras que 

de acuerdo con los resultados del primer caso, habria que 

disminuirlo en 0.028. 

Los dos valores obtenidos para la glucosa son positivos, 

indicando que hay que aumentar su concentración, sin embargo, se 

puede notar que existe una diferencia importante entre los dos 

valores. 

Se propuso entonces repetir el experimento con extracto de 

malta y glucosa, manteniendo el mismo valor de pH, ya que su 

variaci6n tenia muy poca influencia en comparación con los otros 

dos factores. Se incluyó extracto de levadura como nuevo 
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parámetro a optimizar. 

LOs niveles de variación elegidos para esta nue·:a serie de 

experimentos se muestran en la tabla 4.10 y las condic~ones d~ 

los experimentos realizados en la tabla 4.11. 

TABLA 4.10. Niveles de variaciOn. Segunda serie de experimenteis. 

Parámetro nivel inferior 
de variación 

(\) 

Ext. de 
levadura o.os 

glucosa o.s 

Ext. de 0.5 
malta 

Nivel 
base 

( %) 

o.i 

l. o 

l. o 

Nivel sup. 
de variac. 

(%) 

o.is 

l. 5 

l. s 

Uo. de unidades 
de variac. 

o.os 

0.5 

0.5 

TABLA 4.11. Segunda serie de exper~mentos 

Experimento 

i 
2 
3 
4 
s 
6 
7 
a 

Ext. de 
levadura (%) 

o.os 
o.os 
o. os 
o.os 
o.is 
0.15 
o. is 
0.15 

Glucosa 
(\) 

0.5 
o.s 
l. s 
1.5 
o.s 
o.s 
l. 5 
l.S 

Ext. de 
malta (%) 

o.s 
l. 5 
o.s 
l.S 
o.s 
l. 5 
0.5 
l. 5 

En la tabla 4.12 se muestran los coeficientes de regresión y 

también los resultados de multiplicar los coeficientes de regre­

sión por las unidades de variación. En esta tabla se observa cla­

ramente que el factor más importante es la glucosa. Estos resul-
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tados contradicen a los de la primera serie de experimentos en 

donde el extracto de nalta resultó ser el factor de mayor impor-

tancia. Sin embargo, se consideran m~s confiables los resultados 

de esta última serie de experimentos, ya que existe una variabi-

lidad mucho menor entre los experimentos y sus duplicados en com-

paraci6n con los resultados anteriores. 

TABLA 4.12. Coeficientes de regresi6n. Segunda 
experimentos 

Ext. de 
le•1adura 

Primer experimento 0.1462 

repetición 0.1276 

Glucosa 

0.0365 

o. 0221 

serie 

Ext. de 
malta 

0.031 

0.0171 

multiplicando los coeficientes de regresi6n por las 
unid~des de variación: 

Primer experimento 

repetici6n 

Ext. de 
levadura 

0.00731 

0.00638 

Glucosa 

0.0182 

0.01105 

Ext. de 
malta 

0.0155 

0.00855 

de 

Los valores obtenidos sobre la modificación necesaria a la 

concentración de extracto de malta y de extracto de levadura al 

aumentar la glucosa en 1.0\ se encuentran en la tabla 4.13. 

Tomando los promedios se obtiene que si se aumenta en 1.0% 

la glucosa del medio, se tiene que aumentar 0.5\ de extracto de 

levadura y 0.8% de extracto de malta. 
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TABLA ,,lJ. Variación de la concentración del extracto de malta y 

de levadura en funci6n del al.J7nento en la concentración de glucosa 

de l,0% 

Primer experim. 

repetición 

Extracto de malta ( \) 

0.851 

0,773 

Extracto de levadura(\) 

o. 401 

0.577 

Con base en los resultados anteriores se propuso una última 

serie de experimentos incre~entando entre uno y otro un 0.5\ de 

glucosa, 0.25\ de extracto de levadura y 0.4\ de extracto de mal­

ta, como se muestra en la tabla 4.14. 

·TABLA 4.14. Tercera serie de experimentos 

Matraz 

1 
2 
J 
4 
5 
6 
7 

Glucosa 
( \) 

1.0 
l. 5 
2.0 
2.5 
J,0 
J.5 
4. o 

Extracto de 
levadura (\) 

0.1 
0.35 
0.60 
0.85 
1.10 
1.35 
1.60 

Ex.trae to de 
malta (\) 

l. o 
1.4 
l. B 
2.2 
2.6 
J.O 
3.4 

En la figura 4.8 se puede observar que del matraz 1 (1.0% de 

cjlucosa) al matraz 2 ( 1. 5\ glucosa) hay un aumento más o menos 

importante en el crecimiento del microorganismo, y de ahi en ade­

lante hay aumentos pequeños. Por lo tanto se decidió elegir la 

composición del matraz dos como el mejor medio de cultivo para el 

crecimiento de Sporidiobolus pararoseus (medio B en materiales y 

métodos). 
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4.9. INFLUENCIA DE LA AIREAC!Oll Etl EL CREClMl!:NTO DE 

Sporidiobolus pararoseus. 

Este experimento se llevó a cabo utilizando la cepa mutante 

seleccionada y el medio de cultivo a. se utilizaron 6 matraces 

erlenmeyer de 500 ml. con diferentes volúmenes de medio (tabla 

4 .15) inoculados al 5\ con la misma cantidad de células 

incubados a 30 ºe y 400 rpm, midiendo creci~ient~ microbiano 

a diferentes tiempos. 

TABLA t.15. Experimentos realizados para conocer la influencia de 

la aireación en el crecimiento de Sporidiobolus pararoseus. 

matraz 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

volumen de 
medio (ml) 

25 
50 
75 

100 
200 
300 

Los resultados de este experimento se muestran en la figura 

4.9, en donde se puede ver que a medida que se incrementa el 

volumen de liquido, disminuyen la velocidad de absorción de 

oxigeno y el crecimiento microbiano. 

Al disminuir el volumen de liquido, aumenta el oxigeno 

disuelta, que el microorganismo incorpora para satisfacer sus 

demandas metabólicas. (Wang et al., 1976). 
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4. 10 FERMENTACIO!lES PARA DETERMillAR LAS INFLUENCIAS NUTRICIONA-

LES Ell LA ACTIVIDAD ENZIMATI CA CON LA CEPA C. 

Se realizó una pr irnera fermentación (tabla 4.16) 

para determinar el pico de actividad enzim.ática en el medio 

obtenido como óptimo en el estudio de Box Wilson (B), con la 

concentración de inductor que se hab1a utilizado en las 

fermentaciones anteriores (0.1%). 

Esta fermentación tiene como ventaja que la producción de 

bior..asa es muy alta, sin embargo, los valores de actividad son 

bajos en comparación a los obtenidos para la misma cepa en el 

medio A (tabla 4.4). 

4.10.2. Se decidió hacer otra fermentación con el mismo medio de 

cultivo, pero aumentando la concentración de inductor a 0.8\ 

(tabla 4 .16). En este segundo caso se obtuvo una producción de 

biomasa similar a la fermentación anterior, y valores de 

actividades ligeramente más altos. 

4 .10. 3. Se realizó una tercera fermentación en la que se utilizó 

el mismo medio de cultivó del punto 4.10.2., pero agregando el 

inductor después de 5 horas de haberse iniciado la fermentación 

(tabla 4 .16). 

Los resultados son muy similares con respecto al punto 

4 .10, 2, indicando que la actividad enzim!tica no depende del 

100 



tiempo de introducci6n de inductor en el rr.edio. 

TABLA 4.16. Influencias nutricionales en la expresión 

fenilalanina amonio-liasa. 

Fermentación 

4.10.3. 

4 .10. 4. 

tiempo de 
fermentac. 

17 h 45 min 
20 h 
22 h 
24 h 30 min 
27 h 30 min 
29 h 35 min 

17 h 20 min 
19 h 35 min 
21 h 15 min 
23 h 35 min 
25 h 45 min 

19 h 35 min 
22 h 50 min 
24 h 45 min 
26 h 45 min 
28 h 30 min 

12 h 15 min 
14 h 15 min 
16 h 30 min 
18 h 30 min 

o.o. 
( 650 nm) 

0.477 
o.515 
o. 554 
0.612 
o. 717 
0.736 

o. 435 
o. 480 
o. 518 
o. 591 
o. 707 

o. 502 
o. 594 
o. 683 
o. 703 
0,732 

o .252 
o. 317 
0.380 
o. 448 

Activ. Esp. 
(U/g) 

2. 87 
3. 43 
4.04 
4,97 
4.34 
3.91 

3. 09 
4.94 
5,48 
5.85 
5.27 

4.02 
4.67 
5. 36 
5. 62 
5.14 

10.44 
13.75 
12.49 
12.21 

de 

4 .10. 4. Finalmente se hizo otra fermentación utilizando el" medio 

óptimo {Box Wilson), pero sin glucosa, y con o.a% de 

fenilalanina(tabla 4.16). 

·si se hace una comparación de los resultados anteriores 

(tabla 4.17), se ve que la fermentación 4.10.4. es la que 

presenta mayores ventajas, ya que tiene el valor de actividad 

mayor, en un tiempo de fermentación menor. 
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Tabla 4.17. Comparación de los resultados de la evaluación de 

las influencias nutricionales en la actividad en2imá~lca. 

Datos de la muestra 
de méxima actividad 

4 .10 •. l. 4.10.2. 4.10.3. 4.10.4. 

-----------------------------~-----------------------------------
Actividad {U/g) 4. 97 5.85 5.6Z 13.75 

tiempo de fer- 2411 30' 23h 35' 26h 45' 14h 15' 
rnentación 

9 cél/1 medio 4.02 3.90 4 .• 58 2.23 

U/l 19.97 22.81 25.73 30.66 

Productividad 0.82 0.97 0.96 z. 15 
U/1 h 

medio de glu l. 5% igual igual e.lev. 
cultivo e. lev. o. 35\ pero con pero agre- 0.35\ 

malta l.H L-f en O. B\ gando el malta 
L-f en 0. l't inductor l.H 

a las Sh L-fen 
de ferm. 0.8% 

Sin embargo, la producción de biomasa es mucho menor ya que 

es el único medio que no contiene glucosa. A pesar de esta última 

desventaja, si se observa la productividad se puede concluir que 

la fermentación 4 .10. 4. es la que resulta mejor. Todos estos 

resultados indican que la glucosa reprime la slntesis de PAL. 

Cuando en el medio de cultivo hay varios sustratos, el 

microorganismo puede sintetizar enzimas para utilizarlos todos, 

pero eso seria una pérdida de energ1a. En lugar de eso, produce 

las enzimas necesarias para utilizar el sustrato más fácil de 

metabolizar (generalmente glucosa), disminuyendo as1 la velocidad 

de síntesis de otras enzimas (PAL) para gastar menos energla. 
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Si revisamos la literatura estos resultados concuerdan con 

lo reportado por Yamada et al. (l9Bl) para la enzi::;a de fill. 

~ y por Camm y Towers (1969) para Sporobolorn~ roseus, 

aunque resultan contrarios a los de Orndorff et al. (1988) para 

la enzima de Rhodotorula graminis y a los de Wick y Willis (19E2) 

para Rhodosporidium toruloides. 

4.11. OPTIMIZl\CIOtl DE LI\ CONCENTRACIOH DE ItlDUCTOR 

A partir de los resultados obtenidos en el punto 4.10, se 

decidi6 no incluir glucosa en el medio de cultivo, utilizando en 

los experi~entos posteriores los valores para 

levadura y extracto de malta que resultaron de la 

por el método de Box Wilson. 

extracto de 

optimización 

Para optimizar la concentraci6n de inductor se hicieron los 

experimentos en un intervalo de concentraciones de 0.1% a 1.0\ de 

fenilalanina, con un incre~ento de 0.15\ entre cada experimento. 

Todos fueron inoculados al mismo tiempo, con la misma cantidad de 

células, y se tomaron muestras a las 12 y 16 horas de 

fermentación para medir densidad óptica y actividad de la enzima. 

En la figura 4.10 se puede observar que la concentración de 

inductor es directamente proporcional a la actividad enzimática, 

no habiendo ninguna concentración en la que se observe un aumento 

significativamente mayor. Se seleccionó la concentración de 0.5%, 

quedando as1 constituido el medio C. 
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4, 12. ESCALAMIENTO. FERMEllTACION EN FERMENTADOR BIO FLO. 

Estas fermentaciones se realizaron utilizando el medio de 

·cultivo c. Se prepar6 el in6culo como se describe en el punto 

3. 4 .1., se agreg6 a 500 ml. de medio en el fermentador, y se 

incub6 a 30 ºe, 600 rpm y o.s vvm. Para el análisis de la 

fermentación se hicieron las determinaciones de crecimiento 

microbiano, pH y actividad enzimática. 

Se realizaron dos fermentaciones utilizando el medio de 

cultivo C y la cepa mutante. La primera se efectuó para conocer 

la curva de crecimiento del microorganismo y la curva de 

actividad enzimática en las condiciones ya indicadas. 

En secciones anteriores se discutió que la utilización del 

medio de cultivo e (sin glucosa) presentaba la desventaja de que 

la producción de biomasa resultaba muy baja en comparación con 

los medios que tenian glucosa. Sin embargo, en esta fermentación 

se elimina esa desventaja, ya que debido a la alta aireación y 

agitación del medio en la fermentación, se obtienen 4.26 g/l de. 

biornasa en el pico de actividad (figura 4.11), que resulta muy 

alto si lo compararnos con el obtenido en la fermentación en 

matraz (tabla 4.17, fermentación 4.10.4.). Lo mismo sucede con 

los valores de máxima actividad y unidades por litro de medio. 

Aunado a lo anterior existe otra ventaja más: dada la mayor 
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velocidad de crecimiento, el punto de rn.§.xitr.a actividad enzimática 

se alcanza en un tiempo menor de fernentaci6n ( 11 h): La única 

desventaja que se presenta es que la calda de actividad es muy 

brusca. Es posible que esta inactivaci6n se deba a la inducción 

de proteasas o a la liberación de lisoso~as. 

Se llevó cabo una segunda ferrr.entación con el fin de 

obtener un lote importante de células para experimentos 

posteriores cosechando las células en el punto de mS.xima 

actividad enzimática, lográndose ratificar los resultados 

anteriores (figura 4.11) 

La alta inestabilidad de la actividad enzimática en la 

fermentación hace necesario el tener perfectamente controladas 

y estandarizadas todas las condiciones de fermentación (cantidad 

de biomasa inicial, temperatura, pH, agitación, aireación) para 

que las fermentaciones sean totalmente reproducibles y poder así 

cosechar las células en el punto de máxima activ~dad, o bien 

buscar métodos para reducir la degradación enzimática durant~ la 

fermentación incrementando asi la estabilidad de la enzima. 

4 .13. CARACTERIZACION DE LA EllZIMA PRODUCIDA POR LA CEPA MUTANTE C 

4.13.1. pH óptimo 

Esta serie de experimentos se llevó a cabo en un intervalo 

de pH de a.s a 9.0, a una temperatura de 2sºc. Se encontró que ~l 

pH óptimo es a.a, dato muy parecido al obtenido para la cepa 
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original (figura 4,12). 

4.13.2. Temperatura óptima 

Estas determinaciones se llevaron a cabo a pH 8.5, 

encontrándose que la temperatura a la que la enzima presentaba 

mayor actividad es 52.5°C (figura 4.13). Se ve que la curva es 

asimétrica: A temperaturas mayores a la 6ptima, la pérdida de 

actividad es mas rápida que el aume~to observado en la primera 

mitad de la curva. 

4,13,3, Estabilidad 

Se hicieron estudios para conocer la estabilidad de la 

enzima (células permeabilizadas) en diferentes condiciones de 

almacenamiento. 

4.13.3.1. Estabilidad a soºc. 

Este experimento se llev6 a cabo utilizando células 

resuspendidas en buffer de fosfatos O.OSM con 0.85\ de NaCl, pH 

7.4, almacenadas a so ºc. Los resultados se muestran en la 

figura4.14, donde se puede observar que la enzima pi.erde un 29.2% 

de su actividad en 6 horas, y un 45.4% en 10.5 horas, lo que 

indica que es factible utilizarla a altas temperaturas 

logrando un considerable aumento en la actividad enzimAtica, y 

con un grado aceptable de estabilidad. 
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4.13.3,2. Influencia del glicerol en la estabilidad de la enzirna. 

Se prepararon 3 lotes de células resuspendidas en buffer de 

fosfatos o.OSM, con O.SS\ de Nacl, pH 7.4. Todos las muestras 

fueron almacenadas a 4°C; en dos de ellas se añadió glicerol para 

conocer su efecto en la estabilidad de las células. 

En la tabla 4.18 s~ ve que el glicerol tiene un efecto 

estabilizador importante en la enzima, no existiendo diferencias 

significativas entre las dos concentraciones utilizadas. En todos 

los casos se observa que al inicio hay una pérdida m~s rápida de 

actividad, que conforme pasa el tiempo se va perdiendo mas lenta-

mente. Estas caracterlsticas corresponden a cinéticas 

desactivación de primer orden. 

TABLA 4.18. Influencia del glicerol en la estabilidad de la enzima 

tiempo de 
almacenamiento 

JO d1as 
60 d1as 
90 d1as 

ACTIVIDAD RESIDUAL (\) 
Células resuspendidas en 

buffer de 
fosfatos 

41 
22 
18 

buffer de fos­
fatos con gli­
cerol al 25\ 

72 
~ 
48 

buffer de fos­
fatos con gli­
cerol al 40% 

78 
~ 
47 

4.13.J,J. Estabilidad de PAL en células liofilizadas 

se preparó un lote de células resuspendidas en el mismo 
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buffer de fosfatos del punto anterior; posteriormente se 

liofilizó y se almacenó a dos temperaturas. En la tabla 4.19 se 

puede ver que las células liofilizadas tienen una estabilidad 

mayor en co~paración con las células resuspendidas en glicerol, 

incluso las que fueron almacenadas a temperatura ambiente. 

TABLA 4,19, Estabilidad de PAL en células liofilizadas. 

Tiempo de 
almacenamiento 

15 dias 
JO·dias 
60 dias 

Actividad residual (\) 
24°C 4°C 

88.90 
82.90 
64.60 

91. 7 
87.0 
72,7 

En general es posible observar que la cepa mutada presenta 

bastantes diferencias con respecto a la cepa original: mayor 

producción de enzima en un menor tiempo de fermentación, 

diferente pH óptimo, menor estabilidad iguales 

condiciones de almacenamiento. Esto sugiere que la 

mutagénesis afectó genes estructurales o regulatorios 

criticas para el metabolismo celular, crecimiento y sintesis 

de la enzima. 

4.13.4. Caracterización cinética. 

El estudio cinético se llevó a cabo a pH s. s y a 24 ºe con 

los dos sustratos de la enzima: L-fenilalanina y L-tirosina. Se 

determinaron las velocidades iniciales en un rango de 
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concentraciones de sustrato de 83. 33 uM a 2082 µM, para dos 

concentraciones de enzima. 

A partir de las velocidades iniciales obtenidas se hicieron 

las grAficas de Lineweaver-Burk (figuras 4.15, 4.16, 4.17 y 4.18, 

TABLA 4.20. catacterización cinética de PAL 

9 cél/ensayo de activ. sustrato Km 
(µH) 

Vmax 
(µH/min) 

--------;~;;-~-~~:;-----------;,:~~~----------~;~---------;;~;;---
1. 88 X io"' L-fen 400 15.62 
J.77 x io·> L-tir 289 11.ll 
1.88 x io·> ·L-tir 250 6.84 

con las cuales se determinaron los valores de Km y Vma>: para cada 

sustrato (tabla 4.20). 

En tod~s las qr!f icas es posible ver que la enzima se 

comporta de acuerdo con lo establecido por la teoría cinética de 

Michaelis-Menten. 

Para comprobar lo anterior se llevó a cabo otro ensayo a 

24ºc, con una concentraci6n de sustrato de 166.66 µM y 3 .14 X 10-
4 

q cél/ml de suspensión de ensayo, siguiendo el curso de la 

reacción hasta que todo el sustrato fué convertido a producto. 

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.21. 
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TABLA 4,21, 

sUstrato 

L-fen 

L-tir 

Caracterización cinética de PAL. Segunda serie de 
experimentos. 

Duraci6n del 
ensayo 

4.5 h 

s.o h 

Actividad Esp. 
(U/g) 

5.77 

2.83 

V max 
(µH/min) 

3.62 

l. 77 

Es necesario hacer notar que la concentración de sustrato 

utilizada fué muy baja, que de acuerdo con las figuras 4.15 y 

4.17 corresponde a la zona de primer orden de reacción: se puede 

entonces suponer que s <<<Km y por lo tanto Km+ s~Km. Enton­

ces la ecuación Vi= Vmax S/ Km + s se reduce a Vi= Vmax S/Km =K'S 

donde K' es la constante de primer orden de la enzima. Si 

se integra esta óltima ecuación se obtiene ln S/So -Kt que 

se reduce a ln So(l-X)/So = -Kt en donde So es la 

concentración inicial de sustrato y x es el grado de conversión. 

Se procedió a graf icar ln(l-x) vs t, en donde m = V max/Krn 

(figura 4.19). La forma de la gr~fica y los datos de Vmax 

obtenidos (muy parecidos a los de la tabla 4.21} indican que a 

una concentración de sustrato de 166.66 µM,· la enzima se comporta 

siguiendo una cinética de primer orden. Con este ensayo fue 

posible ratificar la confiabilidad de los resultados obtenidos en 

la primera parte de la caracterización cinética, 
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Posteriormente se hizo el estudio cinético a <,oºc y pH 8.5, 

determinando las velocidades iniciales en un r.:i..ngo de 

concentraciones de sustrato de 83, 3 µM a 12<;9 µM, los r.::sultados 

s~ muestran en la figura 4.20, en donde s~ ve que el valor de K~ 

es muy parecido para las dos temperaturas evaluadas (con ambos 

sustratos) • En una reacción de la forma 

kl kz 
E+A EA---E+P +P 

k-1 

el valor de Km esta dado por Km = K-1 + Kz / Kt , en donde 

cada una de las constantes de velocidad se ve influenciada 

por la temperatura de una forma diferente, sin embargo, se ve 

que el efecto total (en las 3 .constantes) de la temperatura 

es muy peque~o. 

Finalmente, se realizaron otros dos ensayos utilizando una 

concentración de sustrato de 2082 µM, que corresponde a la zona 

de saturación de la enzima (figuras 4.15 y 4 .17) , a una 

temperatura de 40°C y con una concentración de células en el 

ensayo de 3.43 X 10-3g/ml en la reacción con L-fenilalanina y de 

1.57 X 10-zg/ml en el ensayo con L-tirosina, siguiendo el 

curso de la reacción hasta que la concentración de producto 

fué constante.Los resultados se muestran en la tabla 4.22. 
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TABLA 4,22. caracterización cinética. Tercera serle de 

experimentos. 

Sustrato Duración del 
ensayo 

L-f en 4.48 h 

L-tir 4. 30 h 

Activ. Esp. 
(U/g). 

5.06 

l. 99 

Vmax 
(µM/min) 

17.37 

31.30 

Utilizando la ecuación Vmax t = So ~ - Km ln(l-x) y los valo­

res de Km obtenidos en el estudio cinético a 40°C, se pueden 

obtener los valores de tiempo que corresponden a los grados de 

conversión experimentales, y comparar asi los valores teóricos 

con los obtenidos en los experimentos, como se muestra en la 

figura 4.21, en donde se ve que en el caso de la L7fenilalanina 

ambas curvas coinciden, pero no sucede lo mismo con la 

L-tirosina. Con esta última serie de e>:perinientos se confirmaron 

los resultados anteriores, pudiéndose asegurar que la enzima 

evaluada sigue el modelo cinético de Michaelis-Menten. 
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CAPITULO V 

COl!CLUSIOtlES 

Se efectuó una extensa revisión de la situación que guarda 

la producci6n de la enzima fenilalanina amonio-liasa por diversas 

fuentes microbianas. Se decidió estudiar una cepa poco explotada 

con el fin de extender las alternativas de producción de la 

enzima de Sporidiobolus pararoseus. 

Dicha cepa fué sujeta .ª un tratamiento mutagénico, ·que 

permitió obtener una mutante con múltiples ventajas con respecto 

a la cepa original: mayor producción de enzima en un menor tiempo 

de fermentación, lo que implica cenar costo para su producción. 

De acuerdo con los experimentos realizados las condiciones 

óptimas para la producción de fenilalanina amonio-liasa son: 

utilizando el medio de cultivo e (extracto de levadura, 0.35%¡ 

extracto de malta, 1.4\ y L-fenilalanina, o. 5\) sin ajustar el 

pH, incubando a J0°C, 600 rpm y o. 5 vvm, que son las condiciones 

utilizadas en las fermentaciones en fermentador Bio Flo. Las 

células deben cosecharse al final de la fase logaritmica, antes 

de que se presente la calda de actividad. Es conveniente sugerir 

para trabajos posteriores la evaluación y aplicación de 

diferentes métodos para estabilizar la actividad de la enzima 

durante la fermentación, ya que de otra manera es necesario 
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caracteri1.ar muy bien las fermentaciones y llevarlas a cabo en 

las roisrnas condiciones temperatura, pH, inóculo inicial, 

agitación, aireación) para conocer el punto exacto de máxima 

actividad y hacer en nse momento la cosecha de células, antes de 

la caida brusca d& actividad. Algunos reportes permiten preveer 

que esto es posible y que el uso de leucina o nitrógeno son una 

solución a este problema. 

A pesar de que el r.iedio de cultivo B obtenido por el roétodo 

de Box Wilson no fué utilizado en la producción de fenilalani­

na amonio-liasa debido a que la glucosa reprime la sintesis de la 

enzima, se propone su aplicación para producir biomasa con un 

alto contenido de pigmentos carotenoides, con aplicación 

potencial en la alimentación de peces y crustáceos 

camarón). 

(salrn6n y 

El trabajo desarrollado permite plantear una alternativa 

tecnológica para la producción de alimentos libres de 

fenilalanina. En efecto, con la enzima producida y una vez 

estabilizada, es posible preparar un catalizador con células 

inmovilizadas que sea usado para la eliminación de fenilalanina 

en hidrolizados. Para el efecto se requiere aún de lograr 

estabilizar la enzima (lo que parece factible) y formular un 

catalizador para uso continuo. 
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