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CAPITULO I

INTROGDUCCION

La Biotecnologia, y en particular la tecnologla enzimitica
es un drea de creciente desarrollo gue ha impactade
considerablemente la industria de alimentos. Existe la necesidad
de formular alternativas para la produccién y utilizacién de
enzimas fque contribuyan a la generacién de tecnologias propias y

gue tiendan al aprovechamiento de nuestros recursos.

La elaborgcién del presente trabajo se emprendié en virtud
de la necesidad de desarrollar y elaborar un producto para el
tratamiento de la fenilcetonuria que sea accesible para los
fenilcetoniiricos, habiéndose propuests 1la utilizaciébn de un

proceso enzimdtico para su elaboracién-{Lépez,1989 y Lara, 1989).

La fenilcetonuria es una enfermedad que se hereda en forma
autosdmica recesiva en la cual hay una alteracién en el
metabolisro de 1la fenilalapina: la deficiencia de la enzima
fenilalanina hidroxilasa. Esto resulta en una acumulacién de
fenilalanina y otros metabolitos en los fuides corporales cuando
la ingesta del aminodcido excede los requerimientos
nutricionales, lo que sucede con unpa alimentacién normal, y el

exceso no puede ser metabolizado.

A menos gque la enfermedad sea detectada en los primeros dos

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



Y aparecen sintomas como retraso mental, alteraciones
neurolbgicas, eczema (inflamacién superficial de las capas
dérmicas), Yy disminucién de pigmentacién en piel y cabello. Una
vez qhe estos sintomas han aparecido, si el paciente comienza a
ser tratado se ayuda a evitar un mayor dafio cerebral, pere

ningfin tratamiento puede revertirlo.

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 del
mundo. En México no se ha estudiado todavia un nunero de
pacientes lo suficientemente grande como para tener estadisticas

confiables.

A pesar de los esfuerzos gue se han desarrollado pare encon-
trar diferentes métodos para el tratamiento de la fenilcetonuria,
sélamente se ha demostrade que son efectivas las dietas con bajo
contenido de fenilalanina..Al inicio de la terapia se utiliza un
producto sin el aminoacido para disminuir su concentracién en el
plasma hasta el nivel normal. Posteriormente se afade
fenilalanina de otras fuentes, coumo leche o fdrmulas infantiles
para satisfacer los requerimientos minimos para el crecimiento y
desarrollo del paciente., Estos reguerimientos 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 asequrar un desarrollo adecuado.
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Los productos utilizadeos en estas dietas son fabricados por
unas cuantas compafias farmacéuticas transnacionales. En México
no se elaboran, por 1o que se requiere su importacién, lo gue en

ocasiones dificulta su disponibilidad.

Existen diferentes tipos de estos productos especiales:

1) HMezclas de L-amino&cidos, sin fenilalanina, enriquecidos con
vitaminas, winerales y elementos traza. Estas formulaciones

tienen la desventaja de gue tienen un costo muy alto.

2) Hidrolizados enziméticos de proteina, por ejemplo de
caseina,que se procesan para separar la mayor cantidad posible de
fenilalanina., Posteriormente se afiade grasa, carbohidratos,
vitaminas y minerales en cantidades apropiadas para cubrir los

requerimientos nutricionales.

Actualmente existe un proyecte conjunto entre la Unidad de
Genética de 1la Nutricién del Instituto de Investigaciones
Bioré&dicas de la UNAM, el DIF y el Departamento de Alimentos de
la Facultad de Quimica para producir en México un producto bajo
en fenpilalanina a un costo menor que el importade. El proceso
desarrolladoe consiste en obtener un hidrolizado de caseina vy
separar posteriormente la fenilalanina del mismo por medios
fisicos, wutilizando carbén activado. Este proceso tiene el
inconveniente de que el carbén activade no socle adsorbe la

fenilalanina, sino tambien otros aminocdcidos aromiticos como

3



triptofano y tirosina, que tienen gque ser restituidos en 1la
reformulacién, lo que aumenta el costo del producto, disminuyendo

la eficiencia global del proceso.

Para eliminar este inconveniente se ha planteado una
hipétesis de trabajo gue consiste en utilizar una enzima como
otra alternativa para la segunda etapa del proceso, con el fin de

lograr una degradacidn especifica de la fenilalanina.

La wutilizacién de enzimas en la industria alimentaria
presenta muchas ventajas: son nmuy especificas en su forma de
accién, funcionan en condiciones moderadas de temperatura y pH,
por lo que no se requieren condiciones drasticas que puedan
alterar la naturaleza del alimento. Su velocidad de reaccién
puede ser controlada al ajustar el pH, la temperatura y la
concentracién de enzima y son fé&cilmente inactivadas después de

haber alcanzado el cambio deseado. Las limitaciones para usarlas

dependen de la enzima: suelen ser su alto costo y su
disponibilidad a nivel ipdustrial. 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 recuperacién de la enzima.

De las diversas alternativas analizadas por los antecedentes
existentes en estudics sobre la produccién enzimitica de

fenilalanina, se eligié utilizar 1la enzima fenilalanina



amonio-~liasa (E.C. 4.3.1.5.) producida por Sporidioholus
pararoseus. Esta enzima cataliza la anti-eliminaciédn del grupo
amino del carbono 2 y el pro-S-hidrégeno del carbono 3 de 1la
L~fenilalanina y la L-tirosina para dar el 4cido trans-cinamico
y el trans-p-cumérico, respectivamente. La reaccién se ilustra en

la figura 1.1.

Dentro de las diversas fuentes microbjianas para la

produccién de la enzima se selecciond Sporidiobolus péraroseus por
ser una cepa poco estudiada hasta la fecha como fuente de enzima.
Las enzimas mas estudiadas son las producidas por Rhedotorula
glutinis y otras especies del misme género. Sin embarge, en
ningan casoc se ha llegado a procesos comerciales para la

produccién de la enzima.
OBJETINO

El objetivo de este trabajo es producir la enzima

fenilalanina amonio-liasa de Sporidiobolus pararoseus por via
fermentativa y caracterizarla para su posterior aplicacién en 1la

produccién de alimentos libres de fenilalanina.

Este objetivo comprende varjias etapas:
1. Seleccionar al microorganismo productor de enzima.
2. Establecer las condicicones para obtener la mayor produccién de
biomasa y actividad enzimitica.

3. Buscar 1la sobreproduccién de 1la enzima por medio de 1la

5



aplicacién de agentes mutdgenos al microorganismo.
4. Escalar la produccién de la enzirma.

5. Caracterizar la enzima desde el punte de vista cinético y de

estabilidad.

Ha ~ COQH

o
(o} ) + Ny

L-fenilalanina Ac. .trans-cinamico
(L-tirosina) (Ac. p-cumarico}
FIGURA

1.1. Reaccién de la enzima fenilalanina amonio-liasa con

L-fenilalanina y L-tirosina.



% CAPITULO 11
GENERALIDADES

2.1. FUENTES DE FENILALANIKA AMONIO-LIASA

La enzima L-fenilalanina amonio-liasa (PAL; E.C. 4.3.1.5.)
se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza. Se ha
detectade en plantas, hongos y levaduras, pero no en bacterias o

en células de mamiferos.

En plantas, esta enzima constituye el pasc inicial de una
ruta metabblica altamente ramificada del metabolismo secundarie
(Marusich et al. 1981). El &acido trans-cinamico producido por 1la
accisén enzimdtica sobre la fenilalanina es posteriormente
transformado en ligninas y los polifenoles relacionados. En un
gran nimero de plantas la enzima es inducida por iluminacién

(Yamada et al. 1981}.

Aungue el papel de la fenilalanina amonio-liasa en sistemas
microbianos estd en ocasiones relacionadoc con el metabolismo
secundario, como ocurre en plantas, su papel central en
microorganismos ﬁarece ser catab6lico, por ejemplo sirviendo comoc
un paso degradative inicial para generar energia wutilizable
(Marusich et al. 1981). En levaduras no es una enzima
constitutiva, sino que es inducida por la adicién de

L-fenilalanina o algin analogo al medio de cultive ( Gilbert y
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Tully, 1982).

En las tablas 2.1. ¥y 2.2. se muestra una lista de las
principales fuentes de fenilalanina amonio-liasa, elaborada a

partir de una extensa revisién bibliografica.
2.2. PRODUCCION DE FENILALANINA AMONIOQ-LIASA.

2.2.1. Fenilalanina amonio-liasa de origen vegetal.

Havir y Hanson (1968), reportan la extraccién de la enzima a
partir de rebanadas de papa. Las rebanadas recientemente cortadas
no presentan actividad enzim&tica detectable. Cuando se exponen a
la luz, se desarrolla la actividad de la enzima, alcanzando un
maximo entre 20 y 30 horas., Las rebanadas dgue 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
continuacién. Todas las operaciones se deben llevar a cabo en un

range de temperatura de 0 a 4°C.

A partir de papas peladas se cortan rebanadas de 1mm de
espesor, Se lavan con agua Yy se colocan en charolas blancas, se
les afiade una solucion de sulfatp de neomicina, y se tapan con
cubiertas de plastico transparentes. Posteriormente se irradian
con lamparas fluorescentes a 21 °C 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 Peso pH T. de tra- Activ.
Molecular 6ptimo  bajo ( °cC) Espec.*
A. PLANTAS
Hordeum vulgare 5.13
(cebada) - 8.8 - 8.2 40 U/mg prot
Tubérculo de " 0.79
papa 330,000 8.7 30 U/mg prot
Zed mays 306,000 - 30 -
lpormaca hatatas
{camote}) - 8.5 - 9.5 30 -
Hicotiana L
tabacum - 8.0 - 8.6 30 -

B. MICROORGANISMOS

Streptomyces ' g.2
verticillatus 226,000 9.0 25 U/g micelio

Rhizoctonia 330,000 8.7 - 8.9 30 0.68
solani U/mg prot.
(hongo patégeno}

Sporobelomyces 200,000 - 30 0.96
pararoseus U/ng prot.

Rhodotorula 275,000 9.0 30 37 U/g cel
glutinis 28 U/g cel

2 U/g cel

Neurospora - - 30 2.08 X 107
grassa U/mg prot.

Rhodotorula - 2.0 30 -
tevensis

Sporobolomyces - 8.7 30 18,9 U/g cel
roseus

Ustilago - - 8.8 30 -
hordei

Sporidiobolus - - 30 31.4 U/g cel
pararoseus

9



TABLA 2.2. Caracteristicas de PAL de varias fuentes

(- uM)

Tubérculo No sigue

de papa

menten

Zea 270
Bays

Ipomaea 101
batatas

Nicotiana 220
tabacum

B. MICROORGANISMOS
Streptomyces
verticililatus 160

Rhizoctonia Mo sigue
solanj Michaelis—
Menten
Sporobeclo-

myces para-z 300
roseus

Rhodotorula 250
glutinis

Neurospora 500
crassa

Rhodotorula
texepsis 1500

Sporobolomy= 400
ces roseus
Ustilago 450
hordej
sporidiobolus
pararoseus -

Michaelis-

Ac. t-cinamico,algu-

nos metales, &cidos

aromiticos y comp.
que atacan grupos SH

Agentes que reac-
cionan con grupos
carbonilos

D-fenilalanina

Ac. t-cinémico,tir,
p-Fl-fen, ac. cumé-
rico, ac. caféico
Ac, t-cinémico, o-
cumarico,o-tir.

Metales pesados,ac.
t-cinamico, ag. que
reaccionan con gru-
pos SH y C=0

Ag. que reaccionan
con grupos C=0, D-
fen, ac. t-cinémico
p-cumérico y cafeico
Ag. gque atacan gru-
pos carbonilo, amino
y sulfhidrilo

Ac. t-cindmico, D-fen
y analogos, ac. fenil-

propidlico.,Ag.que

reaccionan con grupos

SH y C=0

Agentes gue reaccio-
nan con grupos SH,
algunos metales

Ac. t-cindnmico, ac.
p-cumdrico

Ae. t—cinamico

Sole 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

Ne activa con
tirosina

Activa con o-,m-
y p-fluoro-,p-

cloro y p-metil-
fenilalanina.¥No
activa con L-tir

Activa con L-fen
L-tir y analoges

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 cen L-fen
y L-tir

No activa con L-
tir



malla para eliminar el agua, se pesan en bolsas de plistico, y

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

purificacién:

La muestra de rebanadas se lava con acetona fria y se
homogeneiza en un . mezclador especial, El polvo resultante se
colecta por filtracién y se transfiere a un segundo -mezclador a
-20 °c, vy se vuelve a homogeneizar en acetona fria.
Fosteriormente se colecta otra vez, se lava con acetona fria y se
seca al aire. Este polvo es el materjal con el gque se inicia la

purificacién.

En el estudic de Koukol y E.C. (1961} se reporta 1la
produccién de enzima a partir de cebada (Hordeum vulgare).Todas
las partes de la planta producen la enzima, en diferentes
proporciones: Las plantas son iluminadas para inducir 1la
produccién de la enzima, y posteriormente los tallos (gue es la
parte en donde se detecta la mayor actividad enzimatica) se

tratan con acetona, se pulverizan y se secan.
2.2.2. Fenilalanina amonio-liasa de origen microbiano.
2.2.2.1. Microorganismos productores
A partir de la revisién bilbiografica efectuada fué posible

constatar que la enzima es reportada s6lo en hongos y levaduras,

pero ne por bacterias. Los principales microorganismos
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productores son:

Rhodotorula glutinis (Marusich et al.1981)

Rhodotorula graminis (Orndorff et al.1988)

Sporobolomyces pararoseus (Parkhurst y Hodgins, 1971)
Sporobojomyces [foseus (Camm y Towers, 1969)
Streptomyces vertjcillatus (Bezanson et al.1970)
Rhodetoruja rubra, Rhodotorula texensis (Ogata et al,1967)
Rhjzoctonia solanj (Kalghatgi y Subba Rao, 1975)

Neurospora crassa (Sikora y Marzluf, 1982).
2.2.2.2. Medios de cultivo

2.2.2.2.1. Fuente de carhono

El medio de cultiveo para el crecimiento de microorganismos
productores de fenilalanina amonio-liasa debe contener fuentes
asimilables de carbono, las m&s utillzadas 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 0.5 a

3.0%, sin incluir glucosa debido a que causa represibn catabédlica.

Yamada et al.(1981) presentan resultados con una cepa de Rh.
glutinis. En su estudio se reporta que cuando se utiliza un medio
con glucosa no se observa actividad enzimitica, aGn en presencia
del inductor. Camm y Towers (1969), realizaron varias fermentacio-
nes con Sporobolomyces roseus variando la concentracién de

glucosa en el medio de cultivo, obteniendo los mayores valores de
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actividad enzimitica con las menores concentraciones de glucosa.
Evans et al. 1987 reportan haber observado el mismo fenémeno con

varias cepas de Rhedotorula.

Sin embargo, en un estudio reciente (Orndorff et al,, 1988)
se reporta la inclusi6én de glucosa en el medio de cultivo en una
concentracién de 1.5%, haciendo adiciones durante la fermentacién
de 1.4% de glucosa Yy 1,5% de extracto de levadura, gue se
ahadieron una vez que la glucosa inicial fué consumida. En la fi-
gura 2.1 se puede observar que la inclusidn de glucosa en el me-~
dio permite una producci6bn alta de biomasa; una vez que se

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

En otro estudio con Rh. glutinis (wick y willis, 1982) se
hizo la suplementacién del medio de cultivo con glucosa y no se

observa ninglin efecto en la induccién de la enzima.

Rane y Fiske (1985} y Marusich et al.{1981) utilizan fructo-
sa como fuente de carbono y realizan experimentos para determinar
la influencia de la concentracién en la actividad de 1la enzima
producida por Rhodotorula glutinis, observando gque a medida que
se disminuye la concentracién del azucar los niveles de actividad

enzimdtica aumentan.

2.2.2.2.2. Inductor

Se utiliza L-fenilalanina o alqin compuesto an&logo en una
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concentracibén de 0.1-1.0%., cCasi todos los microorganismos

estudiados necesitan su inclusién en el medio para producir 1la
enzima. En la tabla 2.3. se pueden observar valores de actividad
enzimdtica muy bajos cuando no se incluye fepilalanina en el
medio de cultivo (Marusich et al.,1981). En esta misma tabla 'se
observa también ¢l efecto represer de la fructosa y del sulfato

de amonio.

Sin embargo, en Streptomyces verticillatus la enzima parece
ser constitutiva, pues Su produccién 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 experinentos en donde se
demuestra gue la inclusién de L-fenilalanina en el medic de cul-

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

bla 2.4.

TABLA 2.3. Influencias nutricionales en la expresién de PAL

Medio Fuente de Fuente de Adicién Actividads
bésico carbono nitroégeno Especifica
Complejo  Indefinido Indefinido < 0.5
Compleio Indefinido Indefinido L-fegilala 2.0

nina
Minime Fructosa Sulfato de < 0.5
{1%) amonio(0.15%)

Minimo Fructosa Sulfato de L-fenilala < 0.5
(1%) amonio{c.15%) nina

Minimo Fructosa L-fenilalani 12.0
(1%) na (15mM)

Minimo L-fenilala Sulfate de 39.0

nina (15mM) amonio(0.15%)

Minimo L-fenilala L-fenilalani 54.0

nina (15mM) na {15mM}

+ La actividad especifica se exXpresa en nanomeoles de producte
formado por minuto por miligramo de extractec de proteina.



TABLA 2.4, Efecto de 1la adici6én de L-fenilalanina en la actividad
especifica de Streptomyces verticillatus,

Medio de cultivo Activ. especificaw
{ U/g micelio )
medio definido 0.051
medio definido 0.210
+ L fenilalanina
(0.5 g/1)

* La actividad especif%ga se expresa como micromoles de producto
formado por minuto a 30°C.

En otro estudio (orndorff et al., 1988) se realizan
experimentos con Rhodotorula gramipis para determinar el efecto
de la concentracién de fenilalanina en la inducciﬁn.de la enzima
Yy se observa que las actividades obtenidas se incrementan al
aumentar la concentracién de inductor hasta 9 g/F y que a

concentraciones mayores se obtienen aumentos insignificantes.

En muchos de los trabajos se vreporta la ejecucién de
experimentos para determinar la influencia del tiempo de adicién
del inductor durante 1la fermentacién en 1la actividad de 1la
enzima, encontréindose en todos los casos que:

a) La expresién de la actividad enzimatica e; independiente del
tiempo de adicién del inductor.

b) La induccién de la enzima ocurre en la Gltima mitad de 1la
fase logaritmica sin importar el tiempec en que el inductor es
afiadido.

c) cuando la fenilalanina se agrega al final de la fase loga-
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ritmica no se lleva a cabo la induccién de la enzima.

Ccasi todas las cepas evaluadas tienen Jla capacidad de
utilizar la L-fenilalanina coro fnica fuente de carbono vy
nitrégeno., Todos los trabajos coinciden en que cuando el wmicroor-
ganismo productor de enzima utiliza la fenilalanina como fuente
de carbono y nitrogeno, se obtienen mayores valores de actividad
especifica como se muestra en la tabla 2.5 (Kane y Fiske, 1985).
sin enmbargo, la falta de otros nutrimentos da como resultado un
crecimiento muy lento y una baja produpciétn de biomasa en

comparacién con medios suplementades con otras fuentes,

TABLA 2.5, Induccién de fenilalanina amonio-liasa por L~
fenilalanina en Rhodotorula glutinis

Fuente de Fuente de Actividad
Carbono (%) Nitrégeno (%) especifica *
Fructosa (0.2) Sulfato de amonio 3.0
Fructosa (0.2) L-feniggiziina (0.2} 31.0
L-fenilalanina Sulfato de amonio 70.0
L-fenéggz%nina L-fenilalanina (0.2} 90.0

¢ La actividad especifica esta expresada como nanomoles de 4&cide
trans-cindmico formado por minuto por miligramo de proteina.

Algunos autores reportan que se puede aumentar la actividad
de 1la enzima suplementando el medio de cultivo con otros

aminodcidos ademas de la fenilalanina. Camm y Towers (1969),
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asequran que la adicién de Le-tirosina al medio (0.1%) incrementa
la produccién de la enzima preoducida por Sporobolomyces roseus.
La estimulacién de la produccidén de enzima resulta menor a mayo-
res concentraciones de tirosina, es posible que a niveles altos
de concentracién la tirosina actiie como una fuente de carbono
adicional causando represién catabblica, en forma similar a 16

gue sucede con la glucosa.

orndorff et al.(1988), realizan la evaluacién del efecto de
varios aminodcidos en la induccién enzimatica en una cepa de

Rhodotorula graminis y demuestran gque algunos aminodcidos, en

particular los hidrefébicos, inducen niveles de enzima iguales o
mayores a los observados con fenilalanina (isoleucina, leucina,
metionina y valina). Posteriormente efecttan la combinacién de
L-fenilalanina con algunos aminodcides y observan que la
combinacién de L-fenilalanina con L-leucina aumenta el valor de
actividad a niveles mayores que los observados con los
amino&cidos 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 combinacién L-leucina + DL-fenilalanina la que resulta
en el  mayor valor de actividad segqin se puede observar en la
misma tabla.
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TABLA 2,6. Efecto de varios aminoicidos en la jpduccién de PAL en
Rhodotorula graminis,

Inductor Activ1dad* Conbinacién Actividads
especifica de inductor especifica
(U/g cel) (U/g cel)
Fenilalanina 15.8 L-Leu + DL~Fen 74.5
Isoleucina 3.6 L-Leu + L-Fen 63.1
Lehcina 26.7 L-Leu + D-Fen 63,1
Metionina 19.4 DL-Leu + DL-Fen 60.2
Tirosina 10.9 DL-Leu + L-Fen 57.3
Triptofano 1.2 DL-Leu + D-Fen 47.3
Valina 23.1 DL~-Fen 42.6
Fenilalanina L-Fen 25.8
+ Leucina 34:0 D-Fen 17.2
+ Isoleucina 21.9 DL~Leu 25.8
+ Valina 13.4 L~Leu 24.4

* La actividad especifﬂica se expresa en micromoles de producto
formado por minuto a 30°C.

Finkelman y Yang (1986), proponen la sustitucién de la L-
fenilalanina como inductor por hidrolizado de caseina, que es de
menor costo, en fermentaciones con Rhodotorula rubra. En la tabla
2.7 se muestran los resultados que indican gue no existe mucha
diferencia en los valores de actividad y de produccién de biomasa
entre los dos inductores, demostrando asf{ la viabilidad del

cambio de inductor.
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TABLA 2.7, Sustitucién de L-fenllalanina como inductor.

Medio de fermentacién En el pico de actividad
Produccién Actividad
Agua de co- de biomasa PAL
cimiento de (g/1) {(Usg) *
maiz Caseina
Hidrolizada
(a/1)
4] 15 8.8 49
2 1s 8.8 56
4 15 9.5 52
10 15 9.2 57
L fenilalanina
(g/1})
[+] 1.5 7.0 49
2 1.5 7.2 65
4 1.5 7.0 46
10 1.5 7.9 53

En la tabla 2.B se muestran algunos de los medios de cultivo
utilizados para la produccibn de la enzima. En los trabajos en
los gque se menciona mwé&s de un medio de cultive se hizo la
seleccién del gque dié mejores resultados en cuanto a la

produccidn de la enzima.
2.2.2.2.3. Fuente de Nitrégeno

Las fuentes de nitrégeno mids utilizadas son sales de amonio,
peptona, hidrolizados de proteina y extractos de levadura. En la
mayor parte de los trabajos se reporta la utilizacién de extracto

de levadura (0.1-1.0%) y de peptona (0.5-1.0%).
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TABLA 2.8. Hedios de cultivo ﬁtilrizadas‘en'la produccién. de FAL

Microorga- L-fen . Ext. '~ . “sulfato de
nismo (%} malta. - amonio (%) Ref.
(%} B
Rhodotorula - Wick y
glutinis 0.1 3.0 - Willis,
L 1982
Rhodotorula 0.6 S 0.2 Oorndorff
graminis - et al.1988
Sporobolomyces . Parkhurst
pararoseus 0.1 - 0.7 - y Hodgins
e 1971
orobo ces 0.1 ©73.00 e - Moore et
roseus : ST R al, 1968
Streptomyces . L Bezanson
verticillatus - 1,0 2,0%°-'0.5 - et al,1969

Marusich et al.,1981 reportan gue la utilizacién de sulfate
de amonio como fuente de nitrégeno en fermentaciones con Rhodoto-
rula glutinis da como resultado menhores valores de actividad.
Otros autores (Evans et al., 1987) reportan el mismo fentmeno y
sugieren que los iones amonio son tomados preferencialmente a la
L-fenilalapina, impidieéndose el efecto inductor. Asi, para asequ-
rar una mdxima sintesis de la enzima es necesaria una adecuada
seleccién de las fuentes de carbono y de nitrdgeno "y de las

concentraciones utilizadas,

Orndorff et al. (1988) observaren que €l tiempo de adicién
del extracto de levadura durante la fermentacién no tiene un
efecto importante en la actividad enzimatica enp Rhodotorula grami-

pis. La omisién de este nutrimento incrementa de una a dos horas

21



el tieﬁpo requerido para obtener el pico de actividad.
2.2.2.2.4. Otros nutrimentos

Evisten otros micronutrientes que deben incluirse en el
medio, tales como vitaminas, minerales Yy otros factores de
crecimiento. Estos pueden incluirse por separado o ir junto con
las fuentes de carbono y nitrdgeno complejas (extractos de
levadura y de malta). Estos componentes pueden variar dependiendo
del microorganismo empleado. Tipicamente, 1los minerales traza
como zinc, manganeso, fierro, cobalto y calcio pueden suplirse

como sales inorganicas.
2.2,2.3. Condiciones de crecimiento

Los microsrganismos utilizados se cultivan en condiciones
aerobias, propicias para la mayor produccién de biomasa posible.
En el estudio de Finkelman y Yang (1986), se reporta gue el pH
éptimo para la induccién de la enzima esti 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 cultive. 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 gue trabajaron con

Rhodeotorula gqlutinis se ajusta a 6.8.

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

cabo a una temperatura de 28-30°C, con excepcién del reportado
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por Marusich et al.(1981), en donde se reporta unz temperatura de
25 °c para la produccién de fenilalanina aronio-iiasa de

Rhodotorula glutinis.

Evans et al. (1987), reportan que se obtienen 'act)vidadvs
enzimdticas mayores a valores de pH y temperatura que no son 1los
éptimos para el crecimiento de Rhodotorula rubra, comdo s nuestra
en la figura 2.2. Es posible que las condiciones adversas causen
stress en las células y que induzcan reacciones propias del

metabolisme secundario.
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FIGURA 2.2. Efecto de la temperatura y el pH de crecimiento en la
induccién de PAL en Rhodotorula rubra.

El microorganismo fué cultivade en medio de induccién de 1la
enzima y las muestras fueron tomadas a las 24 h de fermentacién.
La actividad est& expresada como micromoles de fenilalanina por
miligramo de peso seco por hora.
() Temperatura de crecimiento
(B) pH de crecimiento
e Actividad PAL; o Produccién de biomasa
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En todos los trabajos se reporta gue el valor miximo de
actividad enzim&tica se presenta al final de la fase logaritmica
o al inicio de la estacicparia. De igual forma todos los trabajos
coinciden en que para gque se exprese la actividad enzimdtica es
necesaric romper © permeabilizar las células, excepto en el
estudio de Yamada et 21.(1981), en donde se obtuvieron los mismos

valores de actividad en células de Rhodotorula glutinis intactas

y tratadas.

En la tabla 2.9 se muestran las condicticnes de crecimiento
utilizadas en la produccidén de la enzima  por algunos

microorganismos.

TABLA 2.9, Condiciones de crecimiento para la produccién de PAL

T tiempo de ferm [cel Act.
Microorganismo (°C) FH  de max. activ g/l esp. Ref.,
(h) U/gcel
Rhodotoruia wick y
glutinis ' 28 6.8 16 1.46 28 Willis
1982

Rhodotorula Orndorff
graminis 30 6.0 .21 17.3 26 et al.1988
Sporoholomyces Parkhurst
pararoseus 30 €.0 29 - 0.96 y Hodgins

U/mgprot 1972
Rhodotorula Ogata et
rubra 30 6.0 40 1.16 18 al. 1967

2.2.2.4. Estabilizacion de la enzima después de la fermentacién.

En todos los estudios examinados, el perfil clé&sico de

induccién de la enzima muestra una sintesis r&pida con 1la
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presencia del inductor y posteriormente un picc de méxina acti-
vidad, seguido por una répida inactivacién de la enzimz. En el

estudio de Finkelman y Yang (1986), se suglere que para mininizar

este problema es necesario cambiar las condicicones de la ferme

tacién una vez que el microorganismo ha crecido hasta el nivel
deseado y que se ha llevado a cabo la induccibn de la enzima. Ze
debe detener entonces la agitacién y la aereacién del medio, ba-
jar la temperatura y burbujear un gas inerte, por ejemplo nitra-
geno, ya que se ha visto que la degradacién de la enzima se mi-~
nimiza con la ausencia de oxigeno, a bajas temperatiras y enh con-

diciones estéticas.

Evans et al.(1987), después de experimentos con varias leva-
duras encontraren que la disminucién de temperatura de 30 a 1o°C,
el burbujeo de nitrégeno en el medio de cultive para crear
condiciones anaercbias Yy la adicién de isoleucina (2.5 g/1) vy
fenilalanina (5 g/l) en el momento de méxima actividad prevenia

la inactivacién de la enzima.

Yamada et al.(1981), observaron gue la adicidén de L-isoleu-
cina en la fermentacién estabiliza la actividad de la enzima de
Rhodotorula glutinis. En el estudio de Evans et al.(1987), se
evalfia el efecto del burbujeo de algunos gases en el medio e
cultivo durante la fermentacién en la estabilidad de 1la enzima y
se observa que el oxigeno contribuye a una pérdida répida de ac-
tividad enzimAtica, gue el CO2 no tiene efecto alguno y gue el

nitrégeno centribuye a dar una gran estabilidad a la enzima. Ex-
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perimentos subsecuentes revelaron que el glicerol, sorbitol, glu-
taraldehido y polietilérn glicol contribuyen a la estabilidad de
la enzima en las bioconversiones, una vez que las células han si-

do cosechadas.

Se sugiere gue la inactivacién de la enzima se debe a una
enzima proteolitica intracelular. En la figura 2.3 se ilustra en
un resumen la forma en que diversos factores contribuyen a esta-—

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

SINTESIS

@

¢——— Fenilalanina, jsoleucina

duccién.

¢———— Glucosa

== Amonio

Ac. t-cinamico

ENZIMA
PAL
ACTIVA

@
¢————— Glutamato

L-fenilalanina 9 Cloruros

. Proteasa ,‘__,Q/ Oxigeno

PAL '——Q—— Ac. t-cinamico

Y\Q Fenilalanina,

Isoleucina

FIGURA 2.3. Requlacidn de -PAL en Rhodotorula rubra.
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2.3. PURIFICACION DE FENILALAHINA AMONIO-LIASA

2.3.1, PAL de vegetales.

En la bibliografia se reporta la purificacién de la enzima
de rebanadas de papa expuestas a la luz (Havir y Hanson, 1968) y

de Hordeum vulgare ( Koukol y C.E.,1961).

La purificacién de la enzima de papa se lleva a cabo en seis
etapas: uha extraccién inicial, un tratamiento con protamina, dos
fraccionamientos con sulfate de amonio y dos cromatografias,
logréndose una purificacién de 216 veces y un 20% de recuperacién

de la actividad enzimitica.

Koukol y C.E., reportan para la enzima de cebada un pasc
menos que para la enzima de papa, pero un grado de purificacién
muche menor (28 veces), con una recupe;acién del 19% de la acti-

vidad inicial.
2.3.2. PAL de microorganismos.

En la revisién bibliografica se encontraron los procesos de
purificaciébn de PAL de cinco microorganismos: Rhodotorula
qlutinis, Sporobolomyces pararoseus, Sporobolomyces roseus,

Streptomyces verticillatus y Rhjzoctonia solani.
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La enzima de todos estos microorganismos es intracelular y
por ello se reguiere comenzar el proceso de purificaciébn con 1la
ruptura de las <élulas para producir un extracte 1libre de
células. Esto se logra en todos los casos con la exposiciébn de

las células a frecuencias ultrasénicas.

Hodgins (1971), reporta una purificacién para la enzima de

Rhodotorula glutjnis de B pasos: la ruptura inicial de 1las
células, wun tratamiento con protamina, gue es una proteina con
una dran carga neta positiva y que, por lo tanto sirve para
precipitar &cidos 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 permeacifn en gel (Sepha-
dex G-200). En este trabajo, a pesar de gue el proceso lleva mu-
chos pasos se reporta una purificacién muy baja (48 veces), un
23% de recuperacibn de la actividad enzimatica inicialb como se

muestra en la tabla 2.10.

En el estudio de Fritz et al. (1976}, se reporta una
purificaci6tn en 8 pasos., Se elimina el tratamiento con protaminé,
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, Purificaciédn de PAL de Rhodotorula glutinis.

X Proteina Enzima Actividad
Paso (mg} (unidades) Especifica
* (U/mg)
1.Extracto sbnico 40,000 904 0,022
2.Tratamiento con
protamina 18,000 805 0.048
3.Concentracién cen
sulfato de amonio 16,000 810 0.050
4.Primera precipita-
cién con sulfato de 5,100 425 0.083
amonio
5.Citrato de sodio 2,040 580 0.280
6.Fosfato de potasio 802 175 0.210
7.Columna Sephadex .
G=-200 321 287 0.890
8.5egunda precipita-
cién con sulfato de 148 158 1.070
amenio

« Las unidades se exXpresan comc micromoles de producto formadas
por minuto a 30°c.

TABLA 2.11, Purificacién de PAL de Rhodotorula glutinis,

Proteina Enzima Actividad Enzima
Paso (mg) (unidades) Especifica inicial
* (U/ng) (%)
l.Extracto sénico 200,000 2,000 0.01 100
2.Precipitacién con
sulfato de amenio 30,000 1,800 0.06 20
3. Precipitacién con
citrato de sodio 4,250 1,530 0.36 76
4.Dislisis 4,250 1,530 0.36 76
§5.Cromategrafia '
DEAE celulosa 765 765 1.00 38
6.Cromatografia
Sephadex G-200 220 575 2.60 2B
7.Didlisis 220 545 2.50 26
8.Esterilizacién por
filtracién en millipore 195 460 2.50 23

* La actividad se expresa en micromoles de &cido trans-cinémico
producido por minuto a 30°C.
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La enzima de Sporobolomyces pararcseus fué purificada en 7
pasos (Parkhurst y Hodgins, 1971) que incluyen ruptura inicial
por sonicaci6n, tratamiente son sulfato de protamina, tres
precipitaciones con sulfato de amoniso, una con citrato de sodio y
una cromatograffa de intercambio idnico. En la tabla 2.12 se
puede observar que se logrb un grado de purificaciébn muy alte
(436 wveces) y una recuperacién de la actividad enzimatica

igualmente alta (46%).

Durante la purificaciétn son monitoreadas las actividades
de fenilalanina amonio-liasa (PAL) y de tirosina amonio-liasa
(TAL) . Se observa gue conforme avanza el proceso de purificacién,
los valores de actividad totales de ambas enzimas disminuyen vy
que la relacidn PAL/TAL varia muy poco. La electroforésis en
gel de poliacrilamida di6 una sola banda de proteina y otras de
impurezas en concentraciones muy pequefias. Estos resultados
indicaron que la cepa de Sporidiobolus parargseus utilizada en
este estudio producia una sola enzima con actividad en los dos
sustratos.

En el trabajo de Camm y Towers (1969), se realiza una
purificacion parcial de la enzima producida por Sporpbolomyces
roseus y se mide actividad PAL y TAL en cada etapa de la
purificacién., En contraste con 1lo observado por Parkhurst vy
Hodgins (1971) con Sporobolomyces pararoseus, se observa que
conforme avanza la purificacién, los valores de las actividades
totales disminuyen en diferentes proporciones haciendo variar el

valor de la relacién PAL/TAL.
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TABLA 2.12, Purificacién de PAL de Sporobolomyces parargseus

purif. Proteina Enzima Actividad
Paso de purificacién (veces) Total Total Especifica
(mg) (Uy+ (U/ng prot)
1.Extracto crudo 1.0 46,700 126 0.003
2.Tratamiento con sulfa-
to de protamina 4.3 17,450 227 0.013
3.Fraccionamiento con
sulfato de amonio 15.3 2,923 134 0.046
4.Fraccionamiento con
citrato de sodio 34.3 892 92 0.103
5.Segunda precipitacién
con sulfato de amonio 80.0 328 70 0.213
6.Cromarografia con
Sephadex G-200 353.0 61 72 1.180
7.Tercera precipitacion
con sulfato de amonic 436.0 45 59 1.310

*Las unidades eECan expresadas en micromoles de producte formado
por minuto a 30°C.

Esto resulta ser una evidencia indirecta de gque el
microorganismo estudiado produce dos enzimas diferentes y no una

enzima con actividad en los dos sustratos.

Emes y Vining (1970), purifican 1la enzima de Streptonyces
verticillatus en 7 pasos que incluyen un tratamiente con caler
después de la ruptura de 1las células para termococagular la pro-
teina, un tratamiento con protamina, dos precipitaciones con sul-
fato de amonio, una didlisis y upa cromatografia en columna de
intercambio aniénico. En la tabla 2.13 se puede observar que se
logra una purificacién baja (53 veces), con un 16% de recupera-

cidn de la actividad.
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TABLA 2.13, Purificacibn de PAL de Sireptomyces verticillatus.

Activ. . Recuperac. Prot. Recup. Activ. Puri-

Paso Tot, -de la activ. Tot. de la Esp. fica-
(V) (%) (mg) prot(%) * cién

1.Enzima cruda 3.2% 100 6,580 160 0.50 l.0
2.Tratamiento
cen calor 2.86 87 2,405 e 1l.19 2.4
3.Tratamiento
con protamina 2.58 79 1,890 29 1.37 2.7
4.Precipitacién
sulfato de amonio 1.74 53 an 6 4.68 9.4
5.Diflisis 1.47 45 390 6 3.77 7.5
6.DEAE-celulosa 0.51 16 47 0.7 10.90 22.0
7.precipitacién
sulfato de amonio 0.51 16 19 0.3 26.6 53.0

*La actividad espec{fica esti expresada como U/mg proteina, en
donde 1las Enidades son las micromoles de producto formado por
minuto a 25 C.

La electrofore€sis de la enzima purificada en geles de
poliacrilamida presenta 12 distinéas zonas de proteina, indicando
gue la muestra es heterogénea (ura mezcla de protefnas). Las
nejores preparaciones fueron menos activas por un orden de
magnitud que las muestras purificadas de papa, Ustjlago hordei o
Rhodotorula glutinis.

El proceso de purificacién de la enzima de Rhizoctonia
solani (Kélghatgi y Subba Rao, 1975) tiene la ventaja de gque se
lleva a cabo en 5 pasos. Este proceso incluye una precipitacién
selectiva con acetona, un tratamiente con protamina, una
precipitacién con sulfato de amecnio y wuna cromatografia en
columna de intercambio aniénico. En la tabla 2.14 es posible

observar que seobtiene una purificacién de 227 veces, con un 18%
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de recuperacién de la actividad enzimatica.

TABLA 2.14, Purificacién de PAL de Rhizoctonia solani.
Proteina Activ. Activ. Recup. Purif. ’
Paso Total Total Espec. (%) (veces) . PAL/TAL .

(mg) (mu) (mU/mg} :

l.Extracto crude 3,022 9,096 3.0 100 1.0 6.3 -
2.Precipitacién )
con sulfato de 180 7,134 39.6 78.4 13.2 5,9

protamina

3,.Precipitacién

con sulfato de 120 6,170 51.4 68.3 17.1 6.4

amonio (0-55%)
4.Precipitacién

con acetona 62 5,921 94.9 €5.1 31.6 6.0
§.Cromatografia
DEAE-celulosa 2 1,632 680.0 17.9 227.0 6.5

* Una unidad de enzima es la cantidad de enzima gque cataliza la
formaciédn de una micromel de producto per minuto.

La preparacién final gener$ una scla banda en la electrofo~
résis en gel de poliacrilamida. Las actividades PAL y TAL no pu-
dieron ser separadas en el proceso de purificacién. La prepara-
cisén final presenta el mismo pH 6ptimo y temperatura 6ptima para
ambas actividades, Ademas, 1la relacidén PAL/TAL permanece casi
constante durante todo el proceso. Se postula que zoctonia so=
lani produce una scla enzima con las dos actividades, por lo que

se confirman los resultados de Parkhurst y Hodgins, 1971}).

Se propone una modificacién muy util en el tratamiento con
sulfato de protamina. Se asegura que en este trabajo es la prime-
ra vez gue una enzima se precipita cuantitativamente cen sulfato
de protamina y se reextrae con una buena recuperacién. Esto

resulta en una purificacién de 13 veces en un solo paso.
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2.4 PROPIEDADES DE LA ENZIMA FENILALANINA AMONIO-LIASA

2.4.1. Peso molecular.
En la tabla 2.1 se muestran los valores de pesos moleculares

de la enzima de varias fuentes, recopilados de 1la revisién

bibliografica.

2.4.2. pH y temperatura Optimos. 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
dpt., 6Pt. diferentes pH Térmica
<y
Havir y Han-
Papa 8.75 - - - son, 1968
Hordeum Koukol y
vuldare 8.8-9.,2 - - - C.E. 1961
Rhodotorula No pérdida de Abell y
glutinis 8.75 - - activ. a 50°C Shen
por 10 min.
" 8.8 - - - Yamada et
al. 1981+
" 8.5 49 - - Wieder et
al. 1979
Estable hasta Ogata et
" 9.0 - Mayor estab. 50°C.Arriba de al. 1967
a pH 7.0 60°C se destruye
Streptomy= Muy estable No pierde activ. Emées y
ces verti=- 9.1 - a pH a 70°C por i5min. Vining
cillatus 6.5 a 8.5 A BO°C se inac- 1970
tiva.
Rhizoctonia Retiene toda su  Kalghatgi
solani 8.8 44-46 - actividad a 60°C y S. Rao
: durante 1 hora 1975

* Se reporta también que el pH 6ptimo para la reaccién inversa
(produccién de fenilalanina) es 10.0.
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2.4.3. Especificidad, inhibidores y estructura.

En el estudio de Havir y Hansom (1968), con PAlL de papa ==¢
observé que los agentes que reacciopan con grupos sulfhidrilo no
causan inhibicién en la enzima, pero si los agentes que
reaccionan con grupos carbonilo Yy que 1la inhibicién por
borohidruro de sodio es contrarrestada por L-fenilalanina vy
cinamato. Ademas, se descartd la presencia de un grupo prestético

gue absorbiera la luz, como piridoxal fosfato.

De acuerdo con los resultados anteriores se considera gque un
grupo carbonilo toma parte en el proceso catalitico y se propone
el mecanismo siguiente: Se forma un intermediaric carbonil-amina
que produce un intermediario carbonil-amonico y cinamato. La
hidr6lisis del grupo carbonil-amonio produce amonio libre.
Experimentos realizados aportan evidencia de la formacidén del

intermediario enzima-anonio, como se muestra en la. figura 2.4.

En los experimentos realizados se encuentra gue no es nece-
saria la participacién de cofactores ni de iones met&licos en la
reaccién enzimitica. Ninguno de los metales y agentes quelantes
evaluados tienen un efecto significativo en la actividad de 1la

enzima.

Koukol y C.E. (1961), evaldan la capacidad de la enzima
fenilalanina deaminasa extraida de Hordeum vulgare de actuar en

otros sustrates (D-fenilalanina, DL-acido aspéartico, L-histidina,
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L-alanina, glicina, j,4-dihidroxifenil-DL-alanina, L y D tirosi-
na, DL-tirosipa, DL-leucina, L-cisteina y L-triptofano)}. La enzi-

ma resulta ser especifica para L-fenilalanina.

Tambien evalGan el efecto de diversos metales en la
actividad de la enzima. Sus resultados revelan que ninguno de
los metales probados estimula la actividad enzimatica y que al-

gunos de ellos la inhiben (Cu, 2n, Ca, Cd, Hg).

TodoS 108 agentes gque reaccionan con grupos sulfhidrilos
causan inhibicién de 1la epzima, lo gue resulta ser una ciara
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 inhibicién en la enzima de diferentes
cepas del mismo microorganisme. En  la tabla 2.16 se muestran los

resultados obtenidos con diferentes cepas de Rhodotorula

utinis.

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

experimentos con Rigdotorula glutinis que muestran la inhibicibn

de la enzima por agentes gque reaccicnan cen grupes carbonilos
(boronidruro y cianuro). Al tratar la enzima con cianuro de sodioc
radiactivo y después de hacer la hidr0lisis enzimética, se observa
que la radiactividad es recuperada principalmente como Me-ac.

asph rtice y que el grupo 4-carboxile de este aspartato es
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radiactivo.

TABLA 2.16, Especificidad de sustrato e inhibidores en PAL de
Rhodotorula glutinis.

Especificidad Inhibidores Referencia
Activa con L-fen Ac, t-cin&mico Abell y
y L-tir p-cumirico y Shen
D-fen
Activa con L-fen Ag. que reaccionan Ogata
Y L-tir con gpos. ~SH,Fe, et al.
Cu, Ca, Co, Ni, 2n, Hg. 1967
hetiva con L-fen, Ac, t-cinémico
L-tir, DL-3-hidroxi- Ac. fenil propisdlico Hodgins
fenilalanina y D~fen. Ag. que reaccionan 1971

con grupos carbonilos

Por otro lado, la hidr6lisis de la enzima inactivada con
borohidruro de sodio marcado da alanina radiactiva. Esta
evidencia indica gue una dehidroalanina se encuentra en o cerca
del sitio activo de la ehzima, E} papel exacte de este grupo no
se conoce, se piensa gque puede funcionar como un centro
electrofilico. El beta-carbono puede ser atacado por el grupo

amino del sustrato.

Otros estudios (Gilbert y Jack, 1981) revelan la presencia
de una regi6tn hidrofébica en la superficie de la enzima de Rh.
glutinis y que esta podria ser la regidén que se une al anillo

arom&tico de la fenilalanina.

Se sugleren dos posibles estructuras para la enzima: una,
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en la gue la enzima existe como dos unidades principales unidas
por una pequefia regién que no tiene una importante estructura
terciaria, y que es por lo tanto mas susceptible a las proteasas.
La otra alterpativa propuesta es que la enzima esta compuesta por
una estructura grande, principal (PM de 65,000), y otra regién de

estructura menos ordenada.

Se hicieron numerosas modificaciones a la enzima y todas
fueron inefectivas para protegerla contra la inactivacién proteo-

litica.

En el trabajo de Parkhurst y Hodgins (1872), se constatd gue
la enzima de Sporobolomyces pararoseus solo es activa con L-fe-
nilalanina y L-tirosina. Experimentos realizados muestran que 1la
enzima es inactivada por compuestos gque reaccionan con grupos

carbonil-amino y sulfhidrilo y por algunos an8logos al sustrato.

Se observa que la inactivacién con cianuro radiactive resul-
ta en la formacidén, después de una hidrélisis 4cida, de &cido as-
partica radiactivo, lo que indica la existencia de una dehidro-

alanina con una funcidn esencial en el proceso de catélisis.

E)l &cido trans-cinimico y la DL-2-hidroxifenilalanina prote-
gen a la enzima contra la inactivacién 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 reaccién postulade para la enzima
producida a partir de tub&rculos de papa. Los estados de
ionlzacion gue se muestran son los obtenidos a pH B.7 (6ptimo
de la enzima). Se asume que los procesos de ionizacién son muy
rdpidos y por lo tanto la ganancia y pérdida de iones hidronic
{H+) por los grupos bisicos {B) y acidos (A} en la reaccién no se
muestran como pasos separados.
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la poreibn alif&tica del sustrate (amonio) y que

y de esta

unién se forma un intermediario enzira-amonio. Los resultados de

inhibicién indican tambien la presencia de grupes sulfhidrile

en el sitio activo, cuyo papel en el proceso catalitico ne ha
sido esclarecide. 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 cinamate, formdndose el intermediario enzima-amonio que
puede dar amonio libre o formar fenilalanina, si se le adiciona

acido cinimico (hay que recordar que la reaccidn es reversible).

Emes y Vining (1970), observan que la enzima de Strepto-
ryces verticillatus es activa con orto-, meta-, y p-fluoro-, p-
cloro-, y p-metil-fenilalanina. No actda con D-fenilalanina ni

con L-tirosina.

Con excepciédn del manganeso, las sales de metales pesados
inhiben 1la enzima. La actividad enzimdtica tambien se inhibe
con algunos andlogos al sustrato y al ‘producto. La enzima no
exhibe requerimientos metdlicos Yy los agentes gquelantes tienen
un efecto muy pequefio en la reaccién. El efecto de compuestos gue
reaccionan con grupos sulfhidrile de diferente origen parece sar

variable.

La marcada inhibicién de la enzima per compuestos gue
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reaccionan con grupos carboxilo (berchidruro, bisulfito, cianuro)
sugieren un mzcanispo similar al propuesto para la enzima de papa

(Havir y Hanson, 1968).

Kalghatgi y Subba Rao (1975), trabajaron con fenilalanina
amonio-liasa de Rhizogtonia solanj. Sus experimentos demuestran
gue la enzima desamina otros sustratos ademas de la L-fenil-
alanina (L-tir, m-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 ceompuestos aromiticos. Los estudios con inhibidores
muestran gue solo una molécula de inhibidor es capaz de unirse

a una molécula de enzima.

Otros inhibidores son D-fenilalanina, ac. cinémice, ac.ca-
f&ico, ac. p-cumirice, ac. dihidro caf€ico, ac. fenilpirdvico, y

algunos metales ( Zn, Fe, Hg, Co }.

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 gue el peso molecular calculado para la
enzima es de 330,000, se prepone la existencia de dos subunidades

alfa y dos beta.
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2.4.4. Estequionetria de la reaccién

Los resultados de los experimentos de Koukcl y C.E. {1961)
con la enzima de Hordeum vulgare muestran que la conversién de
0.70 micromoles de L-fenilalanina producen 0.69 micromoles de

dcido trans-cinémico y 0.66 micromoles de amonio.

Ogata et al. (1967) también efectdan estudios scobre la este-
quiometria de la reaccibn de la fenilalanina amonio-liasa de Rho-
dotorula glutinis. La enzima cataliza la formacién de cantidades

equimolares a la fenilalanina consumida.
2.4.5, Sintesis de la enzima.

Toda la literatura consultada coincide en que la sintesis de
la enzima es "de novo", es decir, gue no proviene de un precursor
inactivo, sinc que se sintetiza en respuesta a un estimule

externo, que es causado por el inductor.

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

durante el crecimiento de Rhodotorula glutinis, en la produccién
de la enzima, sé afade leucina marcada Y se oObserva que es
incorporada a la proteina de la levadura, que habia sido precipi-
tada con suero anti PAL y analizada por medio de electroforésis,
observédndose que la proteina marcada tiene un peso molecular de
83,000, que es idéntice al reportado para una de las subunidades

de la enpzima. Con e€sto se demuestra que la enzima es sintetizada
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“"de novo", en respuesta al inductor. En ausencia del inductor no

hay iﬁéorpbracibn de leucina marcada en la subunidad de la enzima.
2.4.6. Produccién 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 produccién de f-caroteno por Rh. glutinjs
en la fase estacionaria de crecimiento. Los resultados muestran
que una vez que se alcanza esta fase, la producciébn de pigmento
se mantiene casi constante al continuar la fermentacién; sin em-
bargo, si las células se transfieren a agua destilada y se agitan
por 24 horas, la concentracién del pigmento aumenta de 4.2 a 4.8

veces.

Otros autores reportan que cuando las células se mantienen a
5°C, se blogquea la produccién de pigmentos carotencides rosas
{toruleno y torularodeno) y se incrementa la produccién de beta-
caroteno (pigmento amarillo), quedando las células de un color
naranja-rojizo. Se sugiere entonces que cuando las células estén
sintetizando carotenoides en agua destilada, con la carencia de
sustratos, la hidrogenacién de ganma-caroteno a toruleno se blo-

quea y se produce beta-caroteno.

por otra parte, se ha encontrado una aplicacién de 1o
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 a
la alimentacién gue normalmente hace que la coloracién de su
carne sea rosa. Para corregir esta deficiencia, se agregan

pigmentos sintéticos a la dieta del salmén,

Otros investigadores hicieron pruebas alimentando a 1los
salmones coh levaduras productoras de carotenos y observaron que
el pez absorbe el pigmento natural mnas facilmente que el sinté-
tico; debido a esto muchas compafifas han mostrade interés en la
utilizacién de 1las levaduras para colorear camardn, ademis de

salmbén.
2.4.7. Relacién entre PAL y la sintesis de pigmento rojo

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

ron mutaciones de una cepa de Rhodosporidium toruleoides y se

obtuvieron dos cepas mutantes incapaces de utilizar L-
fenilalanina como fuente de carbono o como fuente de nitrégeno.
Una de ellas con niveles de actividad equivalentes al 2% de 1la

cepa original, y la otra sin actividad enzimitica.

Anbas cepas siguieron produciendo el pigmento rojo, indicando
gue la enzima no estd involucrada en la biosintesis del pigmento.
Esto contradice a Ogata et al. (1967), que sugieren la parti-
cipaciétn de 1la enzime en la sintesis, pero sin mostrar ningin
experimento que confirme esa suposicién. También contradice a

Hodgins (1971), en donde se asequra que la produccién de 1la
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enzima wva acompafiada del cambio de coloracién de las células de
amarillo a rojo y que una vez que esta transicién se ha
completado, se debe llevar a cabo la cosecha de células, ya gue

es el punto de mayor actividad enzimitica.

2.4.8. Intermediarios en &) catabolismo de la L-fenilalanina,.

Marusich et al,(1981), realizaron <fermentaciones con L~fe-
nilalanina doblemente marcada (tritiada en el carbono 4 del ani-
1lo aromético y marcada uniformemente con '°C ) como unica fuente
de carbono, y cosecharon las células en la fase logaritmica para
ahalizarlas por cromatograffia con el objeto de conocer la
secuencia catabdlica de la L-fenilalanina en Rh. glutinis. La

secuencia gque propusieron se muestra en la figura 2.5.

oy

o By :-up:- furkn-don $00m
L-fen Ac.t-cxn Ac.benzoico  Ac.d4-hidroxi-
benzoico
(or=te (M

FIGURA 2.5. Intermediarios en el catabolismo de la L-fenilalanina
en Rh. glutinis

2.4.9, Propiedades cinéticas.

En el estudio de Havir y Hanson (1968), se observa gue el
comportamiente cinético de la enzima de tubérculos de papa no

obedece a la cinética establecida por Michaelis-Menten: a nedida
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gue la concentracién de sustrato aumenta, la Km aparente aumenta

de 0.038 a 0.26 mM, vy la Vmax aparente duplica su vaior.

Se reporta gue la D-fenilalanina, gue es un sustrato muy
pobre para la enzima, actla como un inhibider competitive. En
presencia de este compuesto si se observa la cinética de
Michaelis-Menten. Esto se atribuye mds bien a interacciones alos-

téricas que a la presencia de una serie de isocenzimas.

En el estudio de Koukol y E.C.(1961), se realizan estudios
sobre la fenilalanina deaminasa de Hordeum wvulgare. En experimen-
tos preliminares se habia encontrado que el &cido trans-ciné&mico
inhibe 1la enzima., As{, se escogieron 1las condiciones de ensayo
de tal forma que el producto forrmado nudnca alcanzara concentra-
ciones inhibitorias. Los resultados muestran gue la velocidad de
formacién de producto es proporcional a la cantidad de enzima
afadida, en un rango de 6 a 85 wunidades de enzima, y que la for-
macién de producto catalizada por 60 unidades de enzima es li-
neal por un periodo de 2 horas. En otros experimentos se evalta
el efecto de la concentracién de sustrato, Los resultados se
grafican de acuerdo coh Lineweaver y Burk y se encuentra un valor

de Km de 1.7 X 107'M,

Ogata et al. (1967) estudjan la enzima producida per

Rhodotorula glutinis y reportan que 1la actividad enzimatica es

directamente proporcional a la concentracién de enzima en un

rango de 0 a 600 microgramos. En la tabla 2.17 se muestra una
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comparaci6n de las propiedades cinéticas de la enzima de
diferentes cepas de Rh. glutinis. En esta tabla se observa que
los datos reportados son del mismo crden, excepto el de Ogata et

al. {1967), gque es mucho mayor.

TABLA 2.17. Propiedades cinéticas de PAL de Rh. glutinis.

L-fenilalanina L-Tirosina
Km (uM) Vmax Km {uM) vmax Ref.
2100 - - - Ogata et
al 1867
250 1.4 mol/min/mg © 150 0.7 mol/min/mg Abell y
: Shen
250 1.4 mol/min/u 150 0.67 mol/min/U Hodgins
1971
500 1.4 mol/min/ g - - Wieder et
al 1979
570 - - - Marusich
et al
1881

* U= mol cinamato/ min a 30°C.

Los experimentos realizados por Kalghatgi y Subba Rao (1975}

con PAL de Rhizoctonia solani muestran desviaciones significati-
.vas de 1la cinética de Michaelis-Menten. En las gréaficas de
Lineweaver y Burk se obtiene una curva céncava hacia abajo. El
valor de Km aparente aumenta de 0.18 mM a 5 mM cuando se incre-

renta la concentracién de sustrato., Se reporta un comportamiento

similar con L-tirosina.

2.5' ANTECEDENTES DE APLICACIONES DE FENTLALANINA AMONIO-LIASA A
FENILCETORURICOS.

Hasta el momento se ha demostrado que el unico tratamiento
efectivo contra la fenilcetonuria son las dietas con bajo

47



contenido de fenilalapina, Estas dietas son dificiles de seguir y
no evitan la elevacién de fenilalanina en la sangre en episodios
de fiebre e infeccién.

Existen ademis pacientes fenilcetonGricos atipicos, c¢on

defectos en la biosintesis de los cofactores de la enzima fenil-
alanina hidroxilasa, gque no responden al tratamiento con dieta.
Otra alternativa a este tratamiento es la utilizacién de una te-
rapia con enzimas. Sin embargo, existen problemas con el aisla-
miento y purificacién de la enzima fenilalanina hidroxilasa de
tejidos de mamiferos, hdemés, esta enzima requiere de cofactores.
En cambio, la enzima fenilalanina amonio-liasa no reguiere de
cofactores y puede ser obtenida con mayor facilidad de plantas o
microorganismos (Bourget y Chang, 1986). El1 higado convierte el
producto (ac. t-cinémico) en ac. benzoico, y este es luegoe eXcre-
tado por la orina principalmente como acido hipirico (Snapper et
al.,1940), por 1o que el tratamiento con PAL elirina la

fenilalanina sin riesgos de toxicidad de los productos.

A continuacién se describen algunas formas de aplicacién
terapéutica de la enzima fenilalanina amonio-liasa en pacientes

con fenilcetonuria reportados en la literatura.
2.5.1. Tratamientos orales

2.5.1.1. PAL inmovilizada en capsulas de gelatina

Hoskins et al. (1980), proponen la administracién de fenil-
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alanina amonio-liasa parcialmente purificada en forma oral,dentro
de cépsulas de gelatina para remover en forma selectiva la
fenilalanina de las proteinas de una dieta normal antes de ser

absorbidas.

se efectian experimentos administrando 200 U (no reportan
cdmo expresan las unidades de actividad) despues de cada alimento,
por un periodc de 12 dias, encontréndose una disminucién de los
niveles de fenilalanina en sangre a una cuarta parte del valor

inicial en algunos pacientes.

Se observa que el nivel de fenilalanina en sangre en pacien-
tes fenilcetoniricos varia mucho, lo que hace dificil la inter-
pretacién de las pruebas. Igualmente existe mucha variabilidad al
medir la disminucién de fenilalaninpa 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
té6xica, de esta manera no existen efectos adversos por la inges-
tién de la enzima; ademas, no sSe presentan problemas inmunolégi-

cos, como en el caso de enzimas inyectadas.

El tratamiento oral con l2a enzima es equivalente a la inges-
tién diaria de 3 g de &cido trans-cinémico. Este Acido se encuen-
tra en pequefas cantidades en todas las plantas Yy también como

aditivo y constituyente de algunos cosméticos. Tiene muy baja to-
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xicidad (DL 50 en promedio de 3.4 g/Kg para ratas) y no es

embriotéxico. Es metabolizado répidamente en mamiferos y

excretado principalmente como acido hipdrico.

La gran variabilidad de los resultados obtenidos hace dif{-
cil la aplicacién de este método, ya gque no se asegura su efica-

cia en todos los pacientes,

Para que la enzima ejerza su acciébn en una forma adecuada,es
necesario que una vez gue el material alimenticio digerido salga
del estbémago, sea neutralizado en el duodeno, que sea en ésta
parte donde se disuelvan las cApsulas para que se libere la enzi-
ma, y que la accién peristiltica sea suficientemente'fuerte para
asegurar un mezclado adecuado de la enzima con el contenido
duodenal. Es claro gque no en todos los individues se dan estas

condiciones, por lo tanto este mé&todo tiene una aplicacién muy

limitada.
2.5.1.2. PAL microencapsulada.

En el estudio de Bouget y <Chang (1986), se efectla la mi-
croencapsulacién de la enzima y se administré oralmente a ratas

con fenilcetonuria.

se hicieron varios experimentos en donde se aplica el trata-
‘miento con microcdpsulas que contienen diferentes cantidades de

enzima. La administracién de 5 unidades de enzima inmovilizada
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dentro de las cé&lulas artificiales diariamente disminuye la con-
centracién de fenilalanina en plasma hasta los niveles normales
en & dias., Las ratas fepilcetoniricas gue recibieron el trata-
miento no mostraron signos de comportamiento anormal o pérdida de

peso en comparacién con las ratas fenilcetonGricas no tratadas.

La inmovilizacién 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 alimpentos ingeridos, asi como en la fenilalanina gue se
difunde de la sangre al tracto gastrointestinal. Otros
experimentos demostraron también gque la enzima mantiene un 30% de

su actividad a los valores fisjolégicos de pH.

2,5.1.3. Utilizacién de células permeabilizadas de Rhodospo-
ridium toruloides.

Gilbert y Tully (1985) propenen la administracién oral de cé-
lulas permeabilizadas de Rhodosporidium toruloides para disminuir
la concentracién de fenilalanina en el intestino delgade, bajando

asi los niveles del aminodcido en el plasma.

En trabajos anteriores ya se ha reportado la suceptibilidad
de la enzima libre a otras enzimas proteoliticas, y los intentos
initiles que se han hecho de modificarla quimicamente para darle

proteccién.
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En cambio, las células permeabilizadas protegen a ia enzima
de la accién de las enzimas del tracto digestive (tripsina vy
guimiotripsina), pero permiten la difusién de sustratos Yy
productos.

Los experimentos realizados indican gque la enzima dentro
de las cé&lulas es mucho més estable al ataque proteolitico en
comparacién a los extractos de enzima libre. La tripsina resulta
ser mds activa que la quimotripsina contra la enzima protegida vy

lo contrario sucede con !a enzima libre.

La cinética de la degradacién de la enzima protegida muestra
dos fases: al inicio hay una degradacién muy lenta y se llega a
un punto en donde sibitamente comienza a degradarse con mucha
rapidez. Esto sugiere gue durante la inactivacién inicial 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 permeabilizadas
fueron similares sin importar las condiciones de fermentacidn del
microorganismo. Algunas células fueron liofilizadas. Una vez que

fueron rehidratadas se vié gue mantenian la propiedad de proteger

la enzima.

Se efectiia la comparacién 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 fenilalanina {600 micromolar) es idéntico para
ambas, y se compara con el dato establecido para la enzima puri-

ficada.

El efecto de ambas enzimas en los niveles de fenilalanina en
el jugo duodenal se muestra en la tabla 2,18, en donde se ve nmuy
claramente que las células permeabilizadas protegen a la enzima y

permiten su funcionamiento.

Para que sea efectiva esta proteccién "in vivo", es nece-
sario elevar leos niveles de actividad enzimdtica en Rh.toruloides.
Esto puede lograrse con ingenierfa genética, teniendo asi una
buena alternativa para el tratamiento oral de la fenilcetonuria

con enzimas.

2.5.1.4. Atrapamiento de PAL en fibra de seda para protegerla del

ataque proteclitico.

Tnouve et al, (1986) atraparon la enzima en una proteina de
uso oral, fibra de seda, para protegerla del atague proteolitico

de otras enzimas.

Se hicieron experimentos comparando algunas propiedades de
la enzima libre y de la enzima atrapada. Se demostré que la
estabilidad en almacenamiento es mayor en la enzima atrapada, Yy
gue ambas tienen valores muy similares de Km y de pH 6ptimo. La

enzima atrapada en fibra de seda muestra una resistencia mayor
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"in vitro" al ataque de varias proteasas (tripsina y quimotripsi-

na) en comparacién con la enzima libre.

Para evaluar la actividad de las enzimas "in vivo", se midi¢

la concentracién del producto, &cido trans-cindmico en el plasnma.

TABLA 2,18. Efecto de PAL en los niveles de L-fenilalanina en el
jugo duodenal.

Reaccién Concentracién del aminoécido (w2 a
intervalos de tiempo (min)
0 10 30 60 120

jugo duodenal 0.52 0.71 0.90 1.12 1.35
jugo duodenal
+ enzima libre 0.48 0.72 0.86 1.02 1.25
jugo duodenal

+ c€l. permeab. 0.57 0.46 0.24 0.13 c.10

Se hicieron experimentos previos en donde se adnministré ac. ciné-
micoe en forma oral a ratas, Yy se observé gue es‘absorbido a la
circulacién sanguinea en donde alcanza un maxime nivel a los 5
- 10 minutos, Yy luego desaparece répidamente del plasma.
Asimismo, la vida media en plasma de a¢. cinémico 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, observandose que cuando se utiliza la enzima inmo-
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vilizada, el cinamato en plasma tieme una vida de 45 minutos.

Estas determinaciones revelan gque la enzima atrapada, pero
no su forma libre, degrada la fepilalanina presente en el trac-
‘o 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 inmovilizacién extracorporal, la sangre del paciente
circula por un reactor y luego es regresada en un proceso que re-

quiere anticoagulacién con heparina.

Las ventajas de la utilizacién de este método son que la en-
zima no esta sujeta a inactivacién metabélica, y que no es proce=-
sada por el sistema inmunolégico. Ademas, por lo general las en-
zimas se vuelven ms estables con la inmovilizacién, y se pueden
utilizar varias veces. Esto hace que su utilizacién sea segura y

econdnica.

2.5.2.1. Reactores con PAL inmovilizada en fibras huecas.

Ambrus et al. (1982), proponen el uso de reactores con
fenilalanina amonio-liasa inmovilizada para dismipuir "in vivo"
la concentracién de fenilalanina en sangre. Las fibras empleadas

son impermeables a las moléculas de enzima, pero permiten la di-
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fusion 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 animales fueron anestesiados y
heparinizados antes de la incorporacién del reactor a la arteria

Yy vena femoral.

En los experimentos realizados se observa que la enzima de-
samina rapidamente la fenilalanina al inicie: en 30 minutos 1la
concentracién de fenilalanina disminuye un 84% del valor inicial
manteniéndose constante a partir de este momento y hasta los 120
minutos, cuando se desmontd el reactor. La concentracién de L-
tirosina no sufrié cambios significativos durante el experimento.
El nivel de glébulos blancos, glébulos rojos y plaquetas no

cambié durante 2 horas de tratamiento.

No se observan reacciones fisiolégicas o inmunolégicas
desfavorables al repetir la aplicaci6tn de los reactores al mismo
animal. El producto de la reaccién, ac. t-cindmico, es regresado

a ]a circulacién, metabolizado y excretade como acido hipirico.

Estos reactores no ofrecep ninguna ventaja a individuos que
han seguido una dieta baja en fenilalanina y que tienen’ la
enfermedad controlada. Sin embarge, cuando la concentracidn de
fenilalanina aumenta debido a fiebre o infecciones, la aplicacién

de estos reactores es muy util para disminuir réapidamente 1los
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niveles del anmino&cido.

Quizds la m&s importante aplicacién de este tratamiento es
en mujeres fenilcetonlricas embarazadas (gue por su estado tienen
un nivel alto de fenilalanina ) para prevenir dafos al feto, sin

riesgos para ningunc de los dos.
2.5.2.2. Reactores enzim§ticos multitubulares.

Con otro reporte del mismo grupo, Ambrus et al. (1978) des-
criben la utilizacién de reactores enzimaticos con fenilalanina
amonio-liasa immovilizada evaluados "in vitro" e "in vivo" para

la disminuciéh de concentracién 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 B4t de la concentracién de fenilalanina inicial
en experimentos "in vitro®, aungue la informacién de este articu-

lo es bastante limitada.

Se observa gue la velocidad de flujo y el volumen circulado
tienen un efecto pequefo en la capacidad de los reactores de dis-

minuir ta concenctracién de fenilalanina.

Despues se efect@ian pruebas "in vivo" con perros hepariniza-

dos con fenilcetonuria experimental (administrandc previamente
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via oral altas cantidades de fenilalanina vy p-clorofenilalanina,
un inhibidor de la enzima fenilalanina hidroxilasa), A los 1%
minutos de tratamiento se presenta una disminucién del 82% de la
concentracién inicial de fenilalanina, despues de 30 minutos de
tratamiento la concentraciébn se eleva lentarmente, pero se mantie-

en un 40% del valor inicial. A las dos horas se suspende el
tratamiento, y la concentracién aumenta muy ligeramente, alcan-

zando en 5 dias una concentracién del 50% del valer inicial,

La elevacién de fenilalanina que sigue al brusco descenso de
la concentracién inicial se debe probablemente a la liberacidn
del amino&cido de los eritrocitos y tejidos, para reestablecer
el equilibrio entre la fenilalanina circulante y la almacenada.
La dltima elevaciébn lenta del amino&cido se debe a la administra-

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

La utilizacién de estos reactores representa una buena
alternativa como tratamiente para la disminucién rapida de
fenilalanina en sangre en pacientes fenilcetonlGricos con estados

de fiebre, infeccién y embarazo.

2.5.3, Otras aplicacionpes clinicas de la enzima
2.5.3.1, Utilizacién de fenilalanina amonic-liasa para el

tratamiento de tumores.

Abell et al.(1973), evaluaron la efectividad de 1la enzima

contra tumores en ratones. La enzima administrada en concentra-
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ciones de 300 unidades/Kg de peso disminuye rdpidamente los nive-
les de L-fenilalanina y L-tirosina en sangre, inhibiendo el cre-
cimiento de los tunmcres, y produciendo curas en el 40% de los ra-

tones.

Las preparacicnes de enzima parcialmente purificada adminis-~
tradas junto con dietas gue contienen bajos niveles de fenilala-
nina resultan ser los tratamientos m4s efectives. Los mejores
resultados se obtienen cuando la enzima se administra cada 8

horas durante 5 dias.

Los ratones presentan una peguena pero significativa
disminucién de peso corporal a los ¢ dias de tratamiento, debida
quizds a la falta de fenilalanina. Sin embargo se sabe que los
mamiferos tienen la capacidad de wutilizar fenilpiruvato, un
andlogo de la fenilalanina, como un sustituto del aminodcido
esencial. Consecuentemente, si se manipulan. cuidadosamente los
niveles de fenilalanina en plasma a través del tratamiento con
fenilalanina amonio-liasa y con una dieta baja en el aminodcido 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 efectian
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 amonio-liasa a los
animales Yy se detecta 1la disminucién en la concentracién de
fenilalanina y tirosina en plasnma a diferentes tiempos después de
la aplicacién de la inyeccién., También es evaluada la vida media
- biolégica de la enzima, resultande ser de aproximadamente 21
horas después de la aplicacién de una sola inyeccién., 5e observa
que este valor de vida media es el mismo para los animales sanos

y para los que tienen tumores.

Sin embargo, después de varias inyecciones, se observa gue
la vida media biolégica de la enzima disminuye considerablemen-
te (2 horas), especialmente en los animales con tumores, debido a

'la formacién de anticuerpos.

La importancia de este estudic 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 a la enzima para disminuir la respuesta inmunégena

de los animales aumentando asi la vida media bioldgica enzimatica.

Para resolver este problema, Wieder et al., (1979) wunen
covalentemente la enzima con polietilen glicol. Comparan las pro-
piedades entre la enzima nativa y la wmedificada y concluyen que
hay diferencias en el pH y temperatura Sptimos. Ademés, la enzima
modificada parece tener menor actividad y un wvalor de Km mayor
debido quiz&s a que el sustrato reguiere un tiempo mayor para di-

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

Sin gmbargo, la utilizacién de la enzima modificada resulta
muy ventajosa, ya que tiene una vida biolégica en la sangre mucho
mayor gue la enzime nativa, después de una o varias aplicaciones,
Tiene una resistencia mucho mayor a enzimas protecliticas, vy

reduce sustancialmente los problemas inmunolégicos.

2.3.5.2., Utilizacibn de PAL para la determinacidén simulténea en

plasma de fenilalanina y tirosina.

El estudioc efectuado por Shen y Abell (1977), demuestra que
la enzima fenilalanina amonic-liasa puede ser utilizada para la
determinacién cuantitativa en plasma o suero de fenilalamina vy

tirosina en pacientes fenilcetondricos.

La determinacién se hace midiendo espectrofotométricamente
loe productos de la reaccién de la enzima con los dos sustratos,
a una longitud de onda de 290 nm para el dcido trans-cinémico y
de 315 nm. para el dcido p-cumdrico,

El mét;do es scensible hasta concentraciones micromolares de
los dos compuestos y sélo se requieren 20 microlitros de plasma o
suerc para determinar simultdneamente los dos aminodcides. Este
método puede ser utilizado en la deteccidon de fenilcetonuria o
para monitorear la evolucién y el control de la enfermedad, va
que es rapido, sensible y reguiere muy pequefias cantidades de

sangre,
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CAPITULO III

ERIALES

I

oDO

3.1. ORGANISMOS

Se utilizé una cepa de Sporidigbolus 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, 1.0% y agar, 2.0%. No se

ajusta el pH, el medio debe ser ligeramente &cido.

3.2.2. Medio A
La composicién de este medio es la reportada por Abell vy
Shen. Contiene extracto de levadura, 0.1%; extracto de malta,

1.0%; L-fenilalanina, 0.1%.

3.2.3. Medio B
Contiene glucosa, 1.5%; extracto de levadura, 0.35% y
extracto de malta, 1.4%. Es el medio que resultd é&ptimo de

acuerdo con los resultados del método de Box Wilson.
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3.2.4. Medio C
Este medio es el seleccionado finalmente para la produccién
de  la enzima, considerando tados los resultados. contiene

extracto de levadura, ©0.35%; extracto de malta, 1.4%; L=

fenilalanina, 0.5%.

3.2.5, Medio D
Contiene L~fenilalanina, 1,5%; solucién stock de sales
{0.001lg/ml de NaCl, 0.001112g/ml de MnSOs‘H20 y 0.001828g/ml de

.FeS0s-7Hz20), 1.0%. Utilizado en las mutaciones, )

3.2.6. Medio E
Contiene L-fenpilalanina, 0.1%, solucién stock de sales,

1.0%, y agar, 2.0%. Utilizado en las mutaciones.

3.3. PRESERVACION
3.3.1. Preservacién del microorganismo
La cepa es mantenida en medio s6lido YM. Se incuba a 30 °C

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

3.3.2. Preservacién de la enzima

Una vez que fué realizada la permeabilizacidén de las
células, se almacenaron a 4°C en dos formas:
a) Resuspendidas en buffer de fosfatos 0.05M, pH 7.4, con 0.85%
de NaCl, con glicerol al 25%.
b) Liofilizadas (se utilizd una liofilizadora LABONCO (Freeze-
Dry-3j.
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3.4. FERMENTACIONES

3.4.1., Preparacién de inébculos

Los inbcules para experinentos a nivel matraz son preparados
en matraces erlenmeyer de 250 ml, ccnteniendo 100 ml. de medio,
gue se incuban durante 24 horas a 30°C, con una agitacién de 180
rpm en una G 24 Environmental Incubater Shaker (Mew Brunswick

Scientific Co, Inc.)

Por otro lado, se ©preparan tubos con un mililitro de
solucicdn de glicerol al 30% y se esterilizan. Una vez transcurri=-
do el tiempo de fermentacién, se agrega un mwililitro de indcule a
cada tubo y posteriormente se congelan. Estos inéculos se utili-
zan en experimentes 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 aireacién en el crecimiento del microorganismo,
punto 3.4.4.) se llevan a cabo en matraces de 250 ml. con 100

ml. de medio, a 30°C y 180 rpm.

Para los estudios en fermentador el inéculo se prepara en
matraces erlenmeyer de 250 ml. conteniendo 50 ml. de medio que se
incuban a 30°C y 180 rpm, por 24 horas. En este casc el indculo

corresponde al 10% del volumen del fermentador.

3.4.2. Fermentacién para producciédn de biomasa
lLas fermentaciones se llevan a cabo en matraces erlenmeyer,
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en las condiciones ya descritas. Para su anidlisis se efectian las

siguientes determinaciones:

3.4.2.1, Produccién de biomasa
El crecimiento microbiano se determina midiendo la densidad
éptica dél medio a 650nm, utilizando un espectrofotédmetro PERKIN-

ELMER (Lambda 3A UV/VIS).

3.4.2.2, pH. Utilizando un potencibmetro Beckman 41.

3.4.2.3. Cuenta de células

Se realiza utilizando una cdmara de Neubauer, gue es un
portachijetos especial cuadriculado en su parte central. Se
colocan unas gotas del medio de cultivo en la cémara, se coloca
encima el cubreobjetos, y se cuentan las c€lulas por lo menos en
10 cuadros. Se sabe gue cada uno de los 2% cuadros centrales
tiene un volumen de 0.004 mm; con este dato se obtiene el nuimero

de células por mililitro de medio de cultivo.

3.4.3, optimizacién del medioc de cultivo para produccién de

biomasa. Método de Box Wilson.

En el punto 4.8. estan detallados los pasos que se siguieron

y los experimentos gue se realizaron.

3.4.4. Influencia de 1a aireacién en el crecimiento . del
microorganisma.

Los experimentos realizados se describen en el punto 4.9.
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3.4.5. Fermentacién para induccién de la enzima

Para el andlisis de esta fermentacidn se realizan las deter-

minaciones siguientes:

3.4.5.1, Crecimiento microbiano
:.{.5.2. pH
3.4.5.3. Determinacién de actividad enzimatica.

Para hacer esta determinacion es necesario permeabilizar las
células. Los pasos a seguir se muestran a continuacibén. Se
hicieron algunas modificaciones a 1la técnica reportada por

Gilbert y Tully (1985) para hacer mé&s répidc el proceso.

1. <Centrifugar 10 ml. de medio de ¢ultive 10 minutos a 10,000
rpm, a una temperatura de 4°C.

2. Permeabilizar agregando ! ml. de acetona.

3. Reposar 15 minutos con agitacién ocasional.

4. Recuperar por centrifugacién (10,000 rpm, 10 minutos).

5. Lavar al menos dos veces por centrifugacién con buffer de
fosfatos 0.05M, pH 7.4 con 0.85% de HaCl a 4°C.

6. Conservar a =20°C como pasta seca, o bien,

7. Determinar actividad. Resuspender la pastilla en 1 ml. de

buffer de fosfatos (punto 5).

Hétodo de ensayo: Abell y Shen.

La reaccién se inicia por la adicién de enzima a 0,833mM de
L-fenilalanina en buffer Tris-HCl 0.1M, pH 8.5. La reaccién es
seguida a 290 nm., con un espectrofotémetro PERKIN~ELMER (Lambda
3A UV/V1S)., La actividad se determina a partir del cambio de
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absorbancia en un perfodo de 10 minutos, utilizando un valor de
9,000 Abs 1l/mol como el coeficiente de extincién molar para el

fcido trans-cinamico,

Una unidad de enzima se define como la cantidad de proteina
que cataliza la apariciébn de 1 umol de &cido trans-cin@mico por

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

de biomasa.

La actividad de la enzima wutilizande L-tirosina como
sustrato también puede ser determinada espectrofotométricamente a
315 nm. Se calcula utilizando un valor de 10,000 Abs l/mol como
el coeficiente de extincién molar para el &cido p-cumdrico. En

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

mo buffer.

EL volumen de ensayo es de 3.0 ml. lLa reaccién se lleva a
cabo directamente en las celdas del espectrofotémetro. Las

cantidades a utilizar se muestran en la tabla 3.1.

TABLA 3.1. Condiciones experimentales para el ensayo de actividad

enzimatica

Blanco Muestra

Buffer Tris~HCl1
0.1M PpH 8.5 2.9 ml. 2.8 ml.

L-fenilalanina
24.99 mM - 6.1 ml.

Enzima (c€l.

permeabilizadas) ¢.1 ml. 0.1 ml.




3.4.6. Fermentacién en fermentador Bio Flo con control :de

agitacién y temperatura.

Para el anilisis de esta fermentacidn se realizan las deter-

minaciones gque se mencionan en el punto 3.4.5.

3.5. MUTACIONES

El agente mutante que se utiliza es la nitrosecguanidina (N-
metil, N-nitro, HN-nitrosoguanidina). Se wutilizan los medios de
cultivo Dy E. Es muy importante poner especial atencién a las
precauciones recomendadas para rmanipular la nitrcsoguanidina.
Todo el material utilizado debe marcarse para evitar que se
confunda con material no contaminado y debe mantenerse por 24 ho-
ras en una solucién de HCl 0,1N, que transforma la nitrosoguani-
dina en 4cido nitrose., La técnica se muestra en la figura 3.1.
Se hace una prueba control (tiempe cero), y tiempos de contacto
del agente mutigeno con las células de 10, 20, 30, 40 y 50 minu-

tos. Todas las cajas se hacen por duplicado,

68



matraz de ?50ml con
100 m} de medio D

inocular

U

incubar 25h
a 30°C,180 rpm

Nitrosoguanidina esterili
2 / Q por filtracién 1eada

T Al

tiempo de contacto d
el ag. muta
con el microorganismo nee

Agregar 16 ml| de agua estéril (4 veces el vol, de ensave)
/l ml

0.5 m}
";‘u’f,:i?ic'i’? 0.5 ml 0.5ml 0.5m 0.5m 0.5ml
==
1.5 ml 4.5 mli4.5 mil44.5 mlid4.5 m1
-1 5 m 4.5 m)
10 H0 H,0 H,0 Hy0 H,0 H,0
-2 - - -
10 1070 10t 1078 b 1077
fnocul
1 mll Porcgu;{‘ 1 ml 1 ml J im o[ 1 ml 1 ml
(Cag?s con = [ = A —
medio E) 1 l l l l

Incubar a 30°C, hasta que aparecen las colonias resistentes

Seleccién de las colonias de mayor tamafio,
resiembra en medio YM.

Medicién de actividad

FIGURA 3.1. Tratamiento mutagénico de Sporidiobolus pararoseus
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1, SELECCION DEL MICROORGANISMO

La seleccibdn del microorganismo producter de fenilalanina
amonio-liasa se hizo en base a la literatura consultada, en donde
se reporté la produccibn de la enzima por plantas, hongos y
levaduras, siendo este ultimo grupo el que presenta un mayor

nirerc de especies para elegir.

Se pensd que seria interesante trabajar con una cepa poce
estudiada en la produccién de la enzima, teniendo como base el
gue su utilizacién presentara alguna ventaja, y se decidié elegir

una cepa de Sporidiobolus pararoseus.

La dnica informacién gue existe en la literatura consultada
sobre ésta levadura es la reportada por Ewvans et al.(1987), en
donde se hace la comparacidén de las actividades de 1las enzimas
producidas por una gran variedad de levaduras, como Se muestra en
la tabla 4.1. En esta tabla se puede ver que los nayores valores
de actividad reportados corresponden a cepas de Rhedotorula

glutinis y Rhodotorula rubra, sobre las que hay mucha informacién

en cuanto a la produccién de enzima. Les siguen en orden decre-

ciente las cepas de Sporidiobolug pararoseus con valores mis al-

tos que el promedio del resto de las cepas.
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Este microorganismo pertenece a la familia de las levaduras
teliospéricas, que a su vez pertenece al género de las Jevagduras
basidiosporégenas. E) nimero de cepas c:e han side aisladas es
pequefio, y se asocian generalmente a hojas de plantas., Pertenecen
al grupo de levaduras tolerantes al frio (que pueden crecer a 35

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

4,2. CARACTERIZACION DE LA FERMENTACIOH PARA  PRODUCCION DE
BIOMASA '

Esta fermentacién se hizo para conocer la curva de
crecimiento del microorganismo, y la produccién de biomasa con

dos medios de cultivo diferentes: medio YM y redio A,

4,2.1. Fermentaciédn 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 tedas las heras de fermentacién
(de ©0 a 50 h). Los resultados se muestran en la figura 4,1, en
donde se puede ver la duracién aproximada de cada fase de la curva
de crecimiento: Fase lag o de adaptacién (de cero a seis horasj,
Fase logaritmica (de las 10 a las 14 horas) y Fase estacionaria

(de las 40 a las 46 horas).

En el transcurso de la fermentacién hay un ligero descenso
del pH. Esto se debe a la degradacién aerobia de la gluceosa que

posteriormente son utilizados en la sintesis de aminoacidos y en
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TABLA 4.1. Valores de actividad de la enzima fenilalanina

amonfo-liasa en aislados naturales.

Aislado Identificacién Activ. Especifica

- taxonémica (U/g cel)*
SPA 1 Rhodotorula rubra 37.16
SPA 2 Sporidiobolus pararoseus 29.56
SPA 3 Rhodotorula glutinis 30.10
SPA & Steptomycete sp. 4.51
SPA 5 Rhodotorula rubra 32.53
SPh 6 Rhodotorula rubra 33.40
SPA 7 Rhodosporidium toruloides 32.36
SPA 8 Rhodotorula glutinis 4,16
SPL 9 Rhodotorula glutinis 7.70
SPA 10 Streptomycete sp. 5.03
5Pa 11 Rhodotorula infirmo-miniatum 29.83
SPA 12 Rhodotorula rubra 34.90
SPA 13 Rhodotorula malvinellum 18.00
SPA 14 Rhodotorula rubra 6.53
SPA 15 Rhodotorula graminis 6.76
SPA 16 Rhodotorula rubra 21.20
SPA 17 Sporidiobolus roseus 18.98
SPA 18 Rhodotorula rubra 3.25
SPA 19 Rhodotorula minuta 3¢0.91

ATCC 0559 Rhodotorula glutinis 28.41

ATCC 2047 Sporidiobolus pararoseus 31.40

*+ La actividad esta expresada en umoles de ac. trans-cindmico
producido por gramo de células (peso seco) por minuto a 30°C.

la construccidén de mGltiples macromoléculas constituyentes de 1la
célula.

En la fase estacionaria se alcanzd una densidad optica de
0.592, que eqguivale a 3.90 g de células/ 1 de medio de cultivo
(dato obtenido a partir de una curva de peso seco, D.0., a 650nm

vs g cel/ml de medio).

4,2.,2, Fermentacidén con medio A
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Se hizo de la misma forma que la fermentacién con mredio YM.
Los resultados estdn representados en la figura 4.2, En esta
fermentacién se okbservan algunas diferencias con respecto a la
del punto anterior: el medio utilizado no contiene glucosa, pero
si L-fenilalanina, que es el inductor de la enzima. En las horas
iniciales de la fermentacién el pH desciende debido a que el
microorganismo est8 metabolizando aerébicamente el extracto de
malta; posteriormente el valor de pH comienza a aumentér, lo que
indica que la levadura ya estd produciendo la enzima, y que ésta
ya-esta actuando sobre la fenilalanina del medio, dejande amonio

libre, que es el responsable de que el valor de pH aumente.

La velocidad de produccién es ligeramente mayor en
comparacién con la fermentacién anterior (la fase estacionaria se
alcanza a las 35 horas), pero la productividad es mnucho meneor
(2,37 g cel/ 1 de medio) debido a la falta de glucosa en el medio.
Es muy importante considerar estos factores, ya gque tienen que

ver con la economia del proceso de produccién.

4.3, FERMENTACION PARA MEDIR ACTIVIDAD ENZIMATICA CCHN MEDIO DE
CULTIVO A.

En la 1literatura consultada se encuentra reportado que la
mayor actividad enzimitica se produce al final de 1la fase
logaritmica o al inicio de la fase estacionaria. Con base en
estos datos y en la informacién obtenida sobre 1la curva de
crecimiento del microorganismo se procedié a efectuar otra serie

de fermentacicnes en las que se midid actividad desde las 18
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hasta las 35 horas de fermentacién.

En varias ocasiones se tomaron muestras que se dividian: en
una mitad se hacia la permeabilizacién de las células, y en la
otra no. La actividad de la enzima solo se manifesté en células
permeabilizadas., Esto sugiere gque existe una barrera en las
células intactas que no permite ni que el sustrato entre, ni que
la enzima salga. Al permeabilizar se facilita 1la entrada del

sustrato a la célula y posteriormente la salida del producto.

La velocidad de crecimiento y la formacién de fenilalanina
amonic-liasa en este medio se muestra en la figura 4.3. Alrededor
de las 15-26 horas de fermentacién se alcanzd el valor de maxima

actividad, gque luego disminuyb al comenzar la fase estacionaria.

La actividad enzimdtica se manifestd al final de 1la fase
logaritnica, esto nos sugiere gque el catabolismo de la
fenilalanina es requerido solo bajo condiciones de limitacién de
carbono o© nitrégenc; es decir, una vez que el microorganismo se
ha terminado la (o 1las) fuente de carbono o nitrégeno de mayor
facilidad de asimilacién ocurre la induccién de la enzima.

El mayor valor de actividad obtenido fue de 5.42 U/g. Los
calculos efectuados para obtener este dato se mnuestran a
centinuacién: para el matraz 2, nmuestra 3 (26 horas de
fermentacié4n, D.0O.= 0.208). De los datos obtenidos en la
deterninacidn 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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A= ccC donde ¢ = 9,000 Abs 1/ mol
_ A _ _0.0254 bAbs/rin _ -5 .
= g 3000 Abs/L mol = 2.82 X 10" mol/1 min

= 2.82 X 16 ~* umol/ml min  (diluida 1:30)

-3__ g mol 3ml, susp.ensayo _ u mol
2-82 X 10 min.ml.susp.x 0.1ml.susp.cél. 0.0846 min.ml.susp.
ensayo cel.

La densidad éptica de la muestra 3 (0.208) corresponde a 1.5

x 107 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 pmol/min.ml}.susp.ce€)._ : oo
0.0156 gcél/ml.susp.cel. = 5.42 umol/min geel.= 5.42 U/g

5.42 Ufg X 1.56 g c€l/l de medio = 8.45 U/

Este wvalor de mixima actividad resulté muy bajo comparads

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

r65 la posibilidad de que la enzima se saliera de las células en

la permeabilizacién y se estuviera perdiendo en los lavados. Se

procedié entonces a medir actividad en el buffer de lavado de

varias muestras, encontrandose en teodos los casos gue no  habia

“actividad y por lo tanto que la enzima no se sale de la célula.
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4.4. ESTABILIDAD DE LA ENZIMA

En forma paralela se hicieron otros experimentos para
conocer la estabilidad de la enzima (células permeabilizadas
resuspendidas en buffer de fosfatos 0.05M con 0.853% de NaCl, pH

7.4. 5e compararon 3 condiciones de almacenamiento:

1. A temperatura ambiente (24°C)

2. En refrigeracién {4°C)

3. En refrigeracién, y burbujeando nitrégeno en la suspensién de
células después de cada medicidén de actividad, antes de

almacenar.

En la tabla 4.2. se puede ver dque el efecto de 1la
temperatura de almacenamiento en la estabilidad de 1la enzima es
muy importante. Hay que recordar gue la enzima se encuentra
todavia 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 efectos importantes en

las células burbujeadas con nitrégeno.

4.5. pH OPTIMO DE LA ENZIMA

Se efectuaron una serie de experimentos en los que se varid
el pH al medir actividad de 7.5 a 9.0 (a una temperatura de 24°C).
se encontré que el pH 6ptimo de la enzima es 8.7 (figura 4.4). A
éste pH la enzima tiene la conformacibn mds adecuada (dada por las

estructuras terciaria y <cuaternaria) para actuar sobre el
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sustrato,

TABLA 4.2, Efecto de las condiciones de almacenamiento en la
estabilidad de PAL

Actividad residual (%)

Tienpo de

P T=4°C burbujeando
almacenamiento . . T =247C.. ... T =4°C" con Nz antes de
S almacenar
15 dias 8%
30 dias 60
60 dias 37 39

4.6.  FERMENTACION PARA MEDIR ACTIVIDAD ENZIMATICA CON MEDIO DE
CULTIVO D.

Esta fermentacién se llevé a cabo con el fin de saber si se
podia obtener una mayor actividad enzimatica al crecer el
microorganisme en un medio que tuviera fenilalanina como dnica
fuente de nitrégeno y de carbono, come se reporta en el estudio

de Kane y Fiske (1985).

Para esta fermentacién se hizo otra curva de peso seco. Se
utilizaron 3 matraces inoculados con la mnisma cantidad de
células, a diferentes tiempos. En la figura 4.5 se puede observar
gue las fases de la curva de crecimiento no estén bien definidas.
Como era de esperarse, en este medio el microorganisme crece muy

poco. En la fase estacionaria se alcanzg una produccién de 1.72
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g c€1/1 de medio.

En la tabla 4.3 se efectGa una comparacioh entre las
fermentaciones c¢on los medios de cultivo A y D. La fermentacién
con - el medic D presenta la ventaja de gque se obtiene una
actividad bastante mayor, en un menor tiempc de fermentaciébn, sin
embargo, se obtiene muy escasa biomasa y por lo tanto menor
actividad por litro de medio, lo gque constituye una desventaja

importante.

Desde el inicio de 1la fermentacién el pH comienza a
aumentar; es muy probable gue la levadura produzca la enzima
desde el principio, registrdndose asi valores altos de actividad
en las primeras horas (que tienden a disminuir conforme la
fermentacién transcurre), ya gue el medio tiene fenilalanina como
dnica fuente de carbono y nitrégeno, aungue también en muy

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

TABLA 4..3 Comparacién entre las fermentaciones con los medios de
cultivo A y D.

Datos de la muestra

de mayor actividad medio A medio D
enzimética
maxima activ. (U/qg) 5.42 9.13
tiempo de fermen- .
tacién 26 h 8h 490 min.
g cé€l/1 medio 1.56 0.80
U/1 madio 8.45 7.30
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utilizar otros mecanismos ajenos a PAL para netabolizar la

fenilalanina (transaminacién, desaminacidn).

4.7. MUTACIOMNES

En vista de gque ninguno de los resultados obtenidos era
suficientemente satisfactorio, se opto por buscar la
sobreproduccién de la enzima por medio de un tratamiento al
microorganisno con nitrosoguanidina, un agente nutégenc. Fs
necesario definir al inicio las condiciones del tratamiento

requeridas para tener un 0.01% de sobrevivientes.

El criterio wutilizado para hacer 1la seleccién de 1las
probables mutantes que tuvieran mayor actividad enzimitica fué el
siguiente: las células que sobrevivieron al tratamicnto fueron
inoculadas en medio E, que contiene fenilalanina come uUnica
fuente de carbono y nitrégeno; para que el microorganismo pudiera
crecer en €l tendria que producir fenilalanina amonio-liasa. Por

lo tanto era de esperarse que las colonias mds réapidamente

producidas y de mayor tamafio tuvieran mayor actividad enzimatica.

Para considerar este criterio completamente valido, habria
gque suponer gue la levadura anicamente 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 le tanto cuenta con varias vias para

metabolizar un sustrato.
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Se probd igualmente la posibilidad de incluir un indicador
dcido-base en el medio s6lido para detectar la alcalinizaci6bn del
medioc broducida por la accitn de la enzima sobre el sustrato; de
ésta manera, las colenias que tuvieran las zopas de cambio de co-
lor de mayor tamafo serlian las mayores productoras de enzima. Es-
tos experimentos no se tomaron en cuenta debido a la falta de

reproducibilidad en los resultados.

Al no contar con un criterio m8s confiable, se seleccionaron
las colonias mwAs grandes de las sobrevivientes de 1los tiempos
mayores de contacto con el agente mutageno, se Tresembraron en
medio YM, y se les midié actividad en medio D (figura 4.6). En
los tres casos se observaron valores de actividad muy altes en
comparacién con los obtenidos con la cepa original en el mismo

medio de cultivo.

Estos  valores tanbién tienden a disminuir conforne
transcurre la fermentacién, siendo muy dr&stico el descenso

inicial del valor de actividad.

Existe también el inconveniente, al igual que ¢on 1la cepa
original, de que la produccién de biomasa es muy baja. La muestra
de mayor actividad (cepa B, muestra de las 12h 35 min. de
fermentacién) tiene wuna D.O.= 0.096, gue equivale a 0.379 g/l y
un valor de actividad de 6.97 U/l , que resulta muy bajo en
comparacién con los resultados que se obtuvieron para la cepa
original en los dos medios usados. Es muy probable que se

hubieran encontrado valores todavia mayores de actividad en las
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primeras horas de fermentaci6n, sin embargo se ccnsidert gue no
valfa la pena hacer estas deterrninaciones debide a la tbaja
produccién de biomasa.

Se decidi6 entonces crecer las tres cepas seleccionadas en
medio A, y determinar el pico de actividad para tener un punto
mas de comparacién con la cepa originral {(figura 4.7). Las cepas A
y B tienen valores de actividad ligeramente superiores al
obtenido para la cepa original, gue se alcanzan en tiempos de

fermentacién ligeramente menores (tabla 4.4)

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

Datos de la nuestra

de mayor actividad Cepa A Cepa B Cepa C
enzimitica
Méxima actividad 6.54 6.23 10.41
(Urq)
tiempo de ferm. 21 h- 22h 15 nin. 15h 3G win.
g cél/ 1 medio 1.43 1.69 1.44

U/l de medio

Sin embargo, el valor de maxima actividad alcanzado en 1la
fermentacién con 1la cepa C es aproximadamente el doble que el
obtenido con la cepa A, en un tiempo de fermentacién mucho menor
(casi la mitad). La produccién de biomasa es en todos los casos
muy parecida. El valor de unidades/ litro de medio también es

rucho mayor para la cepa C.
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con base en los resultados anteriores, se decidi6
seleccionar a la cepa C para utilizarla en todos los experimentos
posteriores, ya que presenta miltiples ventajas con respecto a la

cepa origimal (tabla 4.s).

TABLA 4.5. Comparacidn entre las cepas original y mutada C en
medio de cultivo A.

Datos de la muestra

de mayor actividad Cepa original Cepa mutante C
enzimética .
méxima actividad 5.42 ] 10.41
(U/9)
tiempo de fer=- 26 h . 15n 30min.
rmentacibn
g ce€l/l medio 1.56 - 1.44
U/1 de nedio 8.45 14.99

4.8. OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA PRODUCCION DE
BIOMASA. METODO DE BOX WILSON.

Se decidié incluir glucosa en el medio en base al trabajo
reportadeo por Orndorff et al.(1988), en donde se incluia glucosa
en el medio para obtener una produccién de biomasa muy alta. Una
vez dque los microorganismos utilizaﬁan 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 estudic de Box Wilson (tabla 4.6.) ¥y

se encontré que la fase estaciocnaria se-alcanzaba a las 30 Thoras
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de fermentacidn. Una vez que se tuve este dato se - procedid . a

hacer los experimentos, midiendo la densidad 6&ptica al finalizar

la fermentacién,

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

ron como parimetros a optimizar el pH, concentracitén de glucosa y

de extracto de malta.

El nomero de experimentos a realizar est dada por 2%,

donde n es el numero de parimetros a optimizar. En nuestro

fue 27 =8 . experimentos, por duplicade, gquedands un total de 16

caso

matraces.

Una vez escogido el nivel base para la composiciédn del medio
se establecieron los nameros de unidades de variacién, y con ello
quedaron definides los niveles superiores e inferiores de varia-
cién. E) nivel base del gque se partid se muestra en la tabla 4.6.

Se escogibé un nimero de unidades de variacidn de 0.5 para los

tres pardmetros.

TABLA &.6. Niveles de variacién. Primera serie de experimentos,.

Pardmetro Nivel inf. Nivel base  Nivel sup. No. unid.
de variac. de variac. de variac.
Extracto de 0.5% 1.0% 1.5% 0.5
malta
Glucosa G.5% 1.0% 1.5% 0.5




Las condiciones de cada experimento se muestran en la tabla
4.7. Se utiliraron Tatraces erlenmeyer, en las condiciones vya
descritas; todos los ewxperimentos se hicieron por duplicado,
midiendo 1la densidad 6ptica del redio de 6 a B8 horas después de
haber alcanzado la fase estacionaria { gue se alcanza alrededor
de las 30 horas wutilizando la cepa mutante) para tener la
seguridad de que el microorganismo ya dejé de crecer, pero antes
de gque los valores de densidad 6ptica comiencen a disminuir. Se

sacd el promedio entre los duplicados.

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

Experimento pH Glu:osa Extracto de malta
(%)
1 4.9 0.5 0.5
2 4.9 0.5 1.5
3 4.9 1.5 0.5
4. 4.9 1.5 1.5
) 5.9 0.5 0.5
-] 5.9 0.5 1.5
7 5.9 1.5 0.5
8 5.9 1.5 1.5

Una Vez que se obtuvieron los resultados, fué. necesario cal-
cular el coeficiente de regresibn para cada pardmetro. Por ejemplo

para pH tenemos:

X pH = £D.0. pH superiores - £ D.0. pH _inferiores
pH = No. de eperimentos (8)

E1l valor absoluto del coeficiente de regresién indica qué
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tan importante es un paré&metro respecto a los otros (el de mayor
valor absoluto es el mis importante). Si el valor es positive,
indica un efecto igualmente positivo del pardmetro, es decir, hay
que aumentarlo. Un valor negativo indica gue hay gue disminuirlo,
Después se multiplica para cada parametro el coeficiente de
regresién por las unidades de variacién obteniérdose wun valer
para cada uno de los parémetros. El gque tenga el valor absoluto

mayor serd el mds importante.

Una vez terminada la primera serie de experimentos, se obtu-
vieron los coeficientes de regresi6n para cada parametro, que se
muestran en la tabla 4.8, Después se multiplicaron los coeficien-
tes de variacién por las unidades de wvariacidén, obteniéndose los

valores que se muestran en la misma tabla.

TABLA 4.8, Coeficientes de regresién. Primera serie de

experimentos
pH glucosa extracto de malta
primer experimente  -3,25X10°° 7.5%10" " 0.0137
repeticién 7.5X107° 0.0157 0.02125

multiplicando los coeficientes de variacién  por las unidades de .

variacion:
PH glucosa extracto de malta
primer experimento -0.001625 0.000375 0.05685

repeticion 0.00375 0.,00785 0.01062

Estos resultados nos indicaron que el parémetro mas
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importante (por tener el mayor valor absoluto) era el extracto de
malta. Toma&ndolo come referencia se hizo el célculo de cudanto
habia que variar el pH y la concentracién de glucosa al aumentar
en 1.0% el extracto de malta, obteniéndose los valores de la

tabla 4.9.

TABLA 4.9. Variacién del pH y concentracibn de glucosa en funcién
_del aumento del extracto de malta.

K o PH glucosa
primer'ekpetimento -0.028 0.00659%
repeticién"“ : 0.353 0:.739%

El efecto del pH resulté despreciable, ya que considerando
el segundo experimento al aumentar en 1.0% la concentracién de
extracto de malta, apenas se moveria en 0.353 el pH, mientras que
de acuerdo con los resultados del pfimer caso, habria que

disminuirlo en 0.028.

Los dos valores obtenidos para la glucosa son positivos,
indicando gue hay que aumentar su concentracién, 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
variacién tenfa muy poca influencia en comparacién con los otros

dos factores. Se incluyé extracto de levadura como nuevo
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parametro a optimizar.

Los niveles de variacién elegidos para esta nueva serie de
experimentos se muestran en la tabla 4.10 y las condiciones de

los experimentos realizados en la tabla 4,11,

TABLA 4.10. Niveles de variacidn. Segunda serie de experimentcs.

Pardmetro MNivel inferior HNivel Nivel sup. MNo. de unidades

de variacién base de variac. de variac.
(%) (%) (%)
Ext. de
levadura 0.05 0.1 0.15 0.05
glucosa 6.5 1.0 1.5 i 0.5
Ext. de 0.5 1.0 1.5 0.5
malta ' s
"TABLA 4.11. Segunda serie de experimentos
Experimento Ext. de Glucosa Ext, de
levadura (%) (%) malta (%)
1 0.05 0.5 0.5
2 0.05 0.5 1.5
3 0.05 1.5 0.5
4 0.05 1.5 1.5
5 0.15 0.5 0.5
6 0.15 0.5 1.5
7 0.15 1.5 0.5
8 0.15 1.5 1.5
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En la tabla 4.12 se muestran los coeficientes de regresién y
también los resultados de multiplicar los coeficientes de regre-
si6n por las unidades de variacién. En esta tabla se observa cla-

ramente que el facter mas importante es la glucosa. Estos resul-
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tadeos contradicen a los de la primera serie de experimentos en
donde el extracto de malta resultd ser el factor de mayor impor-
tancia. 5in embargo, se consideran mas confiables los resultados
de esta Gltima serie de experimentos, ya que existe una variabi-
lidad mucho menor entre los experimentos y sus duplicados en com-

paracién con los resultados anteriores.

TABLA 4.12. Coeficientes de regresién. Segunda serie de

experimentos
Ext. de Glucosa EXt. de
levadura maita
Primer experimento  0.1462 0.0365 0.031
repeticién 0.1276 0.0221 0.0171

multiplicando los coeficientes de regresidn por las
unidades de variacién:

Ext. de Glucosa Ext. de

levadura malta

Primer experimento  0.00731 0.0182 0.0155
repeticién 0.00638 0.01105 0.00855

Los valores obtenidos sobre la modificacién necesaria a la
concentracidén de extracto de malta y de extracto de levadura al

aunentar la glucosa en 1.0% se encuentran en la tabla 4.13.

Tomando los promedios se obtiene que si se aumenta en 1.0%
1a 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 4.13. Variacidn de la concentracién del extracto de malta y
de levadura en funcién del aumento en la concentracidn de glucosa
de 1.0%

Extracto de malrta(t) Extracto de levadura(i)

Primer experim. 0.851 0.4C1

repeticién 0.772 0.577

Con base en los resultados anteriores se propuso una Gltinma
serie de experimentos incrementando entre uno Yy 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 Glucosa Extracto de Extracto de
- (%) levadura (%) malta (%)
1 1.0 0.1 1.0
2 1.5 0.35 1.4
3 2.0 0.60 1.8
4 2.5 0.85 2.2
S 3.0 1.10 2.6
6 3.5 1.35 3.0
T 4.0 1.60 3.4

En la figura 4.8 se puede observar que del matraz 1 (1.0% de
Q1ucosa) al matraz 2 (1.5% glucosa) hay un aumento mas o menos
importante en el crecimiento del microorganismo, y de ahi en ade-
lante hay aumentos pequefios. Por lo tantoc se decidi6 elegir la
composicién del matraz dos como el mejor medio de cultivo para el

crecimiento de Sporjdiobolus pararoseus (medio B en materjales y

métodos) .
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4.9, INFLUENCIA DE LA AIREACION EN EL CRECIMIENTO DE

[} iobolus pararoseus.

Este eXperimento se llevé a cabo utilizande la cepa mutante
seleccionada y el medio de cultive B. Se utilizaron 6 matraces
erlenmeyer de 500 ml. con diferentes volumenes de medio (tabla
4,15) inoculados al 5% con la nisma cantidad de células e

incubados a 30 °C y 400 rpm, midiendo crecimientn microbiano

a diferentes tiempos.

TABLA 4.15. Experimentos realizados para conocer la influencia de
la aireacién en el crecimiento de Sporidioholus pararpseus.

matraz volumen de
medio (ml)

Los resultados de este experimento se muestran en la figura
4,9, en donde se puede ver gue a nedida gue se incrementa el
volumen de liquido, disminuyen la velocidad de absorcién de

oxigeno y el crecimiento microbiano.

Al disminuir el volumen de liquido, aumenta el oxigenc
disuelto, gque el microorganismo incorpora para satisfacer sus

demandas metabélicas. (Wang et al., 1976).
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4.10 ~ FERMENTACIONES PARA DETERMINAR LAS INFLUENCIAS NUTRICIONA-

LES EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA CON LA CEPA C.

4.10.1. Se realizé una primera fermentacién (tabla 4.16)
para determinar el pico de actividad enzimitica en el medio
obtenide come éptimo en el estudio de Box Wilson (B), con 1la
concentracién de ipductor gque se habia utilizado en las

fermentaciones anteriores (0.1%).

Esta fermentacidn tiene como ventaja que la produccibn de
biomasa es muy alta, sin embargo, los valores de actividad son
bajos en comparacién a los obtenidos para la misma cepa en el

medio A (tabla 4.4).

4.10.2. Se decidibé hacer otra fermentacién con el mismo medio de
cultive, pero aumentando la concentracién de inductor a 0.8%
(tabla 4.16). En este segundo caso se obtuvo una produccién de
biomasa similar a 1la fermentaci6n anterior, y valores de

actividades ligeramente mds altos,

4.10.3. Se realizd una tercera fermentacién en la gue se utilizé
el mismo medio de cultivé del punto 4,10.2., pero agregando el
inductor después de 5 horas de haberse iniciado la fermentacién

(tabla 4.16).

Los resultados son muy similares con respecto al punto

4.10,2, indicande que la actividad enzimitica no depende del

100



tiempo de introduccién de inductor en el medio.

TABLA 4.16. Influencias nutricicnales en la expresidn de
fenilalanina amonio-liasa.

Fermentacién tiempo de D.O. Activ. Esp.

fermentac. {650 nm) (U/g9)

4.10.1. 17 h 45 min 0.477 2,87
20 h 0.515 3.43

22 h - 0.554 4.04

24 h 30 min 6.612 4.97

27 h 30 min 0.717 4.34

. 29 h 35 min 0.736 3.91
4.10.2. 17 h 20 min ¢.435 3.09
19 h 35 min 0.480 4.94

21 h 15 min 0.518 5,48

23 h .35 min 0.591 5.85

25 h 45 min 0.707 5.27

4.10.3. 19 h 35 min 0.502 4.02
E . 22 h 50 min 0.594 4.67
24 h 45 min 0.683 5.36

26 h 45 min 0.703 5.62

28 nh 30 nmin 0.732 5.14

4.10.4. 12 h 15 min 0.252 10.44
14 h 15 min 0.317 13,75

16 h 30 min 0.380 12.49

18 h 30 min 0.448 12.21

4.10.4. Finalmente se hizo otra fermentacién utilizando el medio
&ptimo (Box Wilson), pero sin glucosa, y con 0.8% de

fenilalanina(tabla 4.16).

‘81 se hace una comparacién de los resultados anteriores
(tabla 4.17), se ve que la fermentacidén 4.10.4. es la que
presenta mayores ventajas, ya gue tiene el valor de actividad

mayor, en un tiempo de fermentacién menor.
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Tabla 4.17. Comparacidén de los resultades de la evaluacién de
las influencias nutricionales en la actividad enzimitica.

Datos de la muestra 4.,10.1. 4.10,2, 4.10.3. 4.10.4.
de méxima actividaa
Actividad (U/g) 4,97 5.85 5.62 13.75
tiempo de fer- 24h 30’ 23h 35/ 26h 45° 14h 15'
mentacién
g c€l/l medio 4.02 3.90 4.58 2,23
us1i 19,97 22.81 25.73 30.66
Productividad 0,82 0.97 0.96 2,15
U/l h
medic de glu 1.5% igual igual e.lev.
cultive e.lev.0.35% pero con pero agre~ 0.35%
malta 1.4% L-fen 0.8% gando el malta
L-fen 0,1% inductor 1.4%
a las 5h L-fen
de ferm. 0.8%

Sin embargo, la produccidén de biomasa es mucho menor ya gque
es el dnico medio que no contiene glucosa. A pesar de esta Gltima
desventaja, si se observa la productividad se puede concluir gque
la fermentacién 4.10.4. es la que resulta mejor. Todos estos

resultados indican gue la glucosa reprime la sintesis de PAL.

Cuando en el wmedio de cultivo hay varios sustratos, el
microorganismo puede sintetizar enzimas para utilizarlos todos,
pero eso serfia una pérdida de energia. En lugar de eso, produce
las enzimas necesarias para utilizar el sustrato m&s f£4cil de
metabolizar {generalmente glucosa), disminuyendo asi la velocidad

de sintesis de otras enzimas (PAL) para gastar menos energia.
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Si revisamos la literatura estos resultados concuerdan con
lo reportado por Yamada et al. (1981) para la enzima de Rh.

glutinis y por Camm y Towers (1963) para Spprobolomyces roseus,

aunque resultan contrarios a los de Orndorff et al. (1988) para

la enzima de Rhodotorula graminis y a l1os de Wick y Willis (1%E2)

para Rhodosporidium toruloides.
4.11, OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACIOH DE INDUCTOR

A partir de los resultados obtenidos en el punto 4.10, se
decidié no incluir glucosa en el medioc de cultivo, utilizandec en
los experimentos posterieres los valores para extracte de
levadura Yy extracto de malta gue resultaron de 1la optimizacién
por el método de Box Wilson.

Para optimizar la concentraciébn de inductor se hicieron los
experimentos en un intervalo de concentraciones de 0.1% a 1.0% de
fenilalanina, con un incremento 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

fermentacién para medir densidad 6ptica y actividad de la enzima.

En la figura 4.10 se puede observar que la concentracién de
inductor es directamente proporcicnal a la actividad enzimatica,
no habiendo ninguna concentracién en la gue se observe un aunmento
significativamente mayor. Se seleccioné la concentracién de 0.5%,

quedando asi constituido el medio C.
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4.,12. ESCALAMIENTO. FERMENTACION EM FERMENTADCOR BIO FLO.

Estas fermentaciones se realizaron utilizando el medio de
‘cultivo C. Se prepar6s el in6culo como se describe en el punto
3.4.,1,, se agregd a 500 ml. de medio en el fermentador, y se
incub6 a 30 °C, 600 rpm y 0.5 vvm. Para el andlisis de la
fermentacién se hicieron 1las determinaciones de crecimiento

microbiano, pH y actividad enzim&tica.

Se realizaron dos fermentaciones utilizando el medic de
cultivo C y 1la cepa mutante. La primera se efectud para conocer
la curva de crecimiento del microorganismo y 1la curva de

actividad enzim4tica en las condiciones ya indicadas.

En secciones anteriores se discutié que la utilizacién del
medic de cultivo C (sin glucosa)} presentaba la desventaja de que
la produccién de biomasa resultaba muy baja en comparaciédn con
los medios gque tenian glucosa. Sin embargoe, en esta fermentacibn
se elimina esa desventaja, ya que debido a la alta aireacién y
agitacion del medioc en la fermentacion, se obtienen 4.26 g/l de.
biomasa en el pico de actividad (figura 4.11), qgue resulta muy
alto si 1lo conparamos con el obtenido en la fermentacién en
matraz (tabla 4.17, fermentacién 4.10.4.). Lo mismo sucede con

los valores de mé&xima actividad y unidades por litro de medio.

Aunado a lo anterior existe otra ventaja mas: dada la mayor
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velocidad de crecimiento, el punto de méxima actividad enzimatica
se alcanza en un tiempo menor de fermentacién (11 h). La Gnica
desventaja que se presenta es que la calida de actividad es muy
brusca. Es posible que esta inactivacién se deba a la induccién

de proteasas o a la liberacién de lisosonmas.

Se llevé a cabo una segunda fermentaciébn con el fin de
obtener un lote importante de células para exXperimentos
posteriores cosechando las células en el punto de méxima
actividad enzimética, logréndose ratificar los resultados

anteriores (figura 4.11)

La alta inestabilidad de la actividad enzimitica en la
fermentacién hace necesario el tener perfectamente controladas
y estandarizadas todas las condiciones de fermentacién (cantidaa
de biomasa inicial, temperatura, pH, agitacidén, aireacién) para
gue las fermentaciones sean totalmente reproducibles y poder asi
cosechar las células en el punte de miéxima actividad, o bien
buscar métodos para reducir la degradacién enzimatica durante la

fermentacién incrementando asi la estabilidad de la enzima.
4.13,CARACTERIZACION DE LA ENZIMA PRODUCIDA POR LA CEPA MUTANTE C
4.13.1. pH optimo

Esta serie de experimentos se llevé a cabo en un intervalo

de PH de 8,5 a 9.0, a una temperatura de 25°C. Se encontré que el

pH 6ptimo es 8.8, dato muy parecido al obtenido para 1la cepa
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original (figura 4,12).
4,13.2., Tenperatura 6ptima

Estas determinaciones se llevaron a cabo a pH B.5,
encontrandose gque 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 Sptima, la pérdida de
actividad es mas radpida gue el aumento observado en 1la prinera

mitad de la curva.
4,13,3, Establlidad

Se hicieron estudios para conccer la estabilidad ‘de 1a
enzima (células permeabilizadas) en diferentes condiciones de

almacenamiento.,
4.13.3.1, Estabilidad a 50°C.

Este experimente se llevé a cabo utilizando células
resuspendidas en buffer de fosfatos 0.05M con 0.85% de NaCl, pH
7.4, almacenadas a 50 °C. Los resultados se muestran en la
figurad.14, d.onde se puede observar que la enzima piérde un 29.2%
de su actividad en 6 horas, y un 45.4% en 10.5 horas, lo gue
indica que es factible wutilizarla a altas temperaturas
logrande un considerable aumento en la actividad enzimatica, y

con un grado aceptable de estabilidad.
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FIGURA 4.14, Estabilidad a 50°C.
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4.13.3,2. Influencia del glicerol en la estabilidad de la enzimpa,

Se prepararon 3 lotes de células resuspendidas en buffer de
fosfatos 0.05M, con 0,85% de NaCl, pH 7,4, Todos 1las muestras
fueron almacenadas a 4°C; en dos de ellas se apadid glicerol para

conocer su efecto en la estabilidad de las células.

En la tabla 4.18 se ve que el glicerol tiene un efecto
estabilizador importante en la enzima, no existiende diferencias
significativas entre las dos concentraciones utilizadas. En todos
los casos se observa que al inicio hay una pérdida mas rapida de
actividad, que conforme pasa el tiempo se va perdiendo mas lenta=-
mente. Estas caracteristicas corresponden a cinéticas de

desactivaciédn de primer orden.

TABLA 4,18, Influencia del glicercl en la estabilidad de la enzima

ACTIVIDAD RESIDUAL (%)
Células resuspendidas en

tiempo de buffer de buffer de fos- buffer de fos-
almacenamiento fosfatos fatos con gli=- fatos con gli-
cerel al 25% cerol al 40%
30 dias 41 72 78
60 dias 22 57 67
90 dias 18 48 47

4.13.3.3. Estabilidad de PAL en células liofilizadas

Se preparé un lote de células resuspendidas en el mismo
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buffer de fosfatos del punto anterior; posteriormente se
liofilizé y se almacendé a dos temperaturas. En la tabla 4.19 se
puede ver que las células liofilizadas tienen una estabilidad
mayor en comparacién con las células resuspendidas en glicerol,

incluso las que fueron almacenadas a temperatura ambiente.

TABLA 4,19, Establilidad de PAL en células ljofilizadas.

Tiempo de Actividad residual (%)
almacenamiento 24°C 4°c
15 dias §8.90 91.7
30-dias 82.90 87.0
60 dias 64 .60 72.7

En general es posible observar gue la cepa wutada presenta
bastantes diferencias con respecto a la cepa original: mayor

produccién de enzima en un menor tiempo de fermentacién,

diferente pH éptimo, menor estabilidad a iguales
condiciones de almacenamiento. Esto sugiere que 1la
mutagénesis afectd genes estructurales -] regulatorios

criticos para el metabolismo <celular, crecimiento y sintesis

de la enzima.
4.13.4, Caracterizacidn cinética.

El estudio cinético se llevé a cabo a pH 8.5 y a 24 °C 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 §3.33 uM a 2082 uM, para dos

concentraciones de enzima,

A partir de las velocidades iniciales obtenidas se hicieron

las gr&ficas de Lineweaver-Burk (figuras 4,15, 4,16, 4.17 y 4.18,

TABLA 4.20, Catacterizacién clnética de PAL

g cél/ensayo de activ. Sustrato Km Vmax
(uM) (uM¥/min)

3.77 x 10 . L-fen. - 425 27.77

1.88 X 107 ‘L-fen 400 15.62

3.77 X 10 S T Letdr 289 11.11

1.88 X 107 L Letir 250 6.84

coh las cuales se determinaron los valores de Km y Vmax para cada

sustrato (tabla 4.20).

En todas las grificas es posible ver que la enzima se
conporta de acuerdo con lo establecido por la teorfa cinética de

Michaelis-Menten.

Para comprobar lo anterior se llevd a cabo otro ensayo a
24°C, con una concentracién de sustrato de 166.66 uM y 3.14 X 107
g cél/ml de suspensién de ensayo, giquiendo el curso de 1la
reacci6én hasta qué todo el sustrato fué convertido a producte.

Los resultados obtenides se muestran en la tabla 4.21.
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FIGURA 4.15. Caracterizacidn cinctica. PAL con L-lenilalanina como
-3
® Para 0.1 ml ee¢lulas (3.77 X 10 9 cix1): 14,10 U/a:
Km= 425 oM.
o Para 0.1 ml células (3.77 X l(J'Bq cél): 10.61 UWag:
Kme 476 u M.

A Para 0.05ml aflulas (1.88 X IO""n efl): 13.42 U/a:
Km- 400 s M.
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FIGURA 4.16. caracterizacién cinética, PAL con L-fenilalanina como
sustrato, T-24°C.
® Para 0.1 ml de células (3.77 X lO-Bg cél): 14.10 U/g:
Umaxe 27.7uM/min;  Kme 425 M.
0 Para 0.1 ml de células; 10.61 U/g; \’max-20.33)AM/min;
Kme 4760,
A Para 0.05ml de célutas (1.88 )( 10 g9 cél): 13.42 VU/g;
Vmax+ 15.62 mM/min;  Km- 400

»H
En todos los casos « - 0.2
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FIGURA 4,18, $a;ﬁgéerizacibn cin¢tica. PAL con L-tirosina como sustrato.
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TABLA 4,21, Caracterizacldn cinética de PAL. Segunda serie de

experimentos.
Sustrato Duracién del Actividad Esp. vV max
: ensayo (U/9) (uM/min)
L-fen 4.5 h 5.77 3.62
L-tir 5.0 h 2.83 1.77

Es necesario hacer nétar que la concentracién de sustrato
utilizada fud muy baja, gue de acuerdo con las figuras 4,15 Yy
4.17 correspoﬁde a la zona de primer orden de reaccién: se puede
entonces suponer gue 5 <<< Km y por lo tanto Km + S=Km. Enton-
ces la ecuacién Vi= Vmax S/ Km + S se reduce a Vi= Vmax 5/Km =K’S
donde K’ es la constante de primer orden de la enzima. Si
se integra esta Gltima ecuacién se obtiene 1n S/So = -Kt gque
se reduce a ln So{i-x}/So = -Kt en donde So es la

concentracién inicial de sustrato y x es el grade de conversién.

Se procedibé a graficar 1In{l-x) vs t, en donde m = V max/Kn
(figura 4.19). La forma de la grédfica y los datos de Vmax
obtenidos (muy barecidos a los de la tabla 4.21) indican que a
una concentracién de sustrato de 166.66 uM,-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 caracterizacién cinética,
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Posteriormente se hizo el estudio cinético a 406°C y pH 8.5,
determinando las velocidades iniciales en un rango de
concentracidnes de sustrato de 83,3 pM a 1249 uM, los resultados
se muestran en la figura 4.20, en donde sz ve gue el valor de Km
es muy parecido para las dos temperaturas evaluadas (con ambos

sustratos). En una reacci6n de la forma

ki ka
E+A — EA——9 E+P +P
k-1
el valor de Km esta dado por Km = K1 + Kz / Ki . 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 (ep las 3 constantes) de la temperatura

es muy peguefio.

Finalmente, se realizaron otros dos ensayos utilizando wuna
concentraéién de sustrato de 2082 uM, que corresponde a la zona
de saturacitn de la enzima (figuras 4.15 y 4.17), a wupa
temperatura de 40°C y con una concentracién de células en el
ensayo de 3.43 X 1odg/m1 en la reaccién con L-fenilalanina y_de
1.57 X% 1odq/m1 en el ensayo con L-tirosina, siguiendo el
curso de la reaccién hasta que la concentracién de producto

fué constante, Los resultados se muestran en la tabla 4.22.
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TABLA 4,22. Caracterizaclén cinética, Tercera serie de

experimentos,
. ‘Sustrato. ...’ Duracién del BActiv. Esp. Vmax
: T ensayo (U/q) (uM/min)
L L-fen 4.48 1 5.06 17.37
L-tir 4.30 h 1.99 31.3¢0

Utiiizando la ecuacibn Vmax t = So X = Km ln(l-x} y los valo-
res de Kn obtenidos en el estudio cinético a 40°C, se pueden
obtener los valores de tiempo gue corresponden a los dgrados de
conversién experimentales, y comparar asi los valores teébricos
con los obtenidos en los experimentos, como ée muestra en la
figura 4.21, en donde se ve que en el caso de la L-fepilalapina
ambas curvas coinciden, pero no sucede lo misme con la
L-tirosina. Con esta Gltima serie de experimentos se confirmaron
los resultados anterjores, pudiéndose asegurar gque la enzima

evaluada sigue el modelo cinético de Michaelis-Menten.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Se efectud una extensa revisién de la situaciébn gque guarda
la producci6tn de la enzima fenilalanina amonio-liasa por diversas
fuentes microbjianas. Se decidié estudiar una cepa poco explotada
con el fin de extender las alternativas de produccidn de la

enzima de Sporidiobolus pararoseus.

Dicha cepa fué sujeta a un tratamiento mutagénico, -que
permiti6é obtener una mutante con mGltiples ventajas con respecto
a la cepa original: mayor produccién de enzima en un menor tiempo

de fermentacién, lo que implica menor costo para su produccién.

De acuerdo con los experimentos realizados las condiciones
éptimas para la produccién de fenilalanina amonio-liasa son:
utilizande el medio de cultivo C (extracto de 1levadura, 0,35%;
extracto de malta, 1.4% y L-fenilalanina, 9.5%) sin ajustar el
pH, incubando a 30°C, 600 rpm y 0.5 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 caida de actividad. Es conveniente sugerir
para trabajos posteriores la evaluacién y aplicacién de
diferentes métodos para estabilizar la actividad de la enzima

durante la fermentacién, ya que de otra manera es necesario
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caracterizar muy bien las fermentaciones y llevarlas a cabo en
las mismas condiciones ( temperatura, pH, in6culo inicial,
agitacién, aireacién) para conocer el punto exacto de wmixima
actividad y hacer en nse momento la cosecha de células, antes de
la cafda brusca de actividad. Algunos reportes permiten preveer
gue esto es posible Yy gue el uso de leucina o nitrdgeno son una

solucidn a este problema.

A pesar de que el pedio de cultivo B obtenido por el método
de Box Wilson no fué utilizado en la produccién de fenilalani-
na amonio-liasa debido a gue la glucosa reprime la sintesis de la
enzima, se propone su aplicacién para proéucir biomasa con un
alto contenido de pigmentos <carotenoides, con aplicacién
potencial en 1la alimentacién de peces y crustéceos ({salmbn y

camarodn) .

El trabajo desarrollado permite plantear una alternativa
tecnolégica para la produccién de alimentos libres de
fenilalanina. En efecto, con 1la enzima producida y una vez
estabilizada, es posible preparar un catalizador con células
inmovilizadas que sea usado para la eliminacidon de fenilalanina
en hidfolizados. Para el efecto se requiere aln de lograr
estabilizar la enzima (lo gue parece factible) y formular un

catalizador para uso continuo.
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