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Resumen

RESUMEN
En este trabajo se desarroll6 un proceso para la purificacién parcial de la enzima fenilalanina
amonio-liasa de Sporidiobolus pararoseus, la caracterizacién cinética y fisicoquimica de la

enzima soluble, asf como la inmovilizacién de 1a misma.

La primera etapa dcl trabajo consistié en llevar a cabo la produccién de la enzima por fer-
mentacién sumergida estableciendo el ticmpo de fermentacién y las condiciones prelimi-
nares de cultivo a nivel laboratorio y planta piloto. Las mejores condiciones de produccién
fueron: 600 rpm, 0.30 VVM de aireacién y pH inicial de 5.5 sin control durante la fermenta-
cién. Bajo estas condiciones se alcanzé a las 16 horas de fermentacién una actividad especi-
fica de 27.8 U/g de célula con una productividad de 7.23 U/l h.

En la scgunda etapa se desarroll6 un proceso de purificacién que involucra tres operaciones:

extraccién de la enzima por ruptura en molino de perlas; recuperacién de la enzima apartir
del extracto celular por precipitacién 4cida; y purificacién de la enzima por cromatograffa de
intercambio iénico. En la primera operacién se estableci6 el tiempo de residencia y la
concentracién 6ptima para la liberacién de la enzima, logrindose obtener al final de esta
operaci6n el 90% de la actividad intracelular. Para la recuperacién de la enzima se cvalua-
ron experimentalmente dos metodologfas: la precipitacién con sulfato de amonio y la preci-
pitacién dcida, siendo ésta dltima la que presentd los mejores rendimientos y la que permi-
ti6 obtener una solucién de enzima con el menor grado de impurczas incluyendo pigmentos
carotenoides. Finalmente, se utiliz6 la cromatograffa de intercambio i6nico, como técnica
de alta resoluci6n en el proceso de purificacién de la enzima fenilalanina amonio-liasa, Este’
proceso de purificacién, permitié obtencr una enzima con un grado de pureza de alrededor
del 90%, parcialmente estable y susceptible de ser manipulada para incrementar su estabili-
dad.

La enzima parcialmente purificada fué caracterizada desde el punto de vista fisicoquimico y
cinético. En el primer caso sc¢ determiné la temperatura y el pH 6ptimos de reaccién de la
enzima, y se encontré que la mayor actividad se presenta cuando se trabaja a una temperatu-
ra de 65 °C y a un valor de pH entre 8.5 y 9.0 respectivamente. Los estudios cinéticos de
la enzima demostraron que esta presenta una cinética de Michaelis-Menten. Las constantes
cinéticas Vmax y Km calculadas a partir de los datos de velocidad inicial de acuerdo a la
ecuacién de Lineaweaver-Burk son; 1.32 pmol/min mg de proteina y 0.3142mM a 30 °C, y
2.266 gmol/min mg de protefna y 0.485 mM a 40 OC, respectivamente.



Resumen

La tercera y ultima parte del trabajo experimental consistié en modificar quimicamente a la
fenilalanina amonio-liasa parcialmente purificada con la finalidad de incrementar la estabili-
dad de la enzima. Lo anterior se llevé acabo mediante la unién covalente a dos soportes en-
zimdticos: Spherosil y EUPERGITC. En ambos sopories fué posible llevar a cabo la expre-
sién de la enzima fenilalanina amonio-liasa. En el caso de la enzima inmovilizada en Sphe-
rosil, se obtuvo un catalizador con una actividad especifica de 2.3 U/g de soporte, con una
vida media en operacién de 5.4 horas y una estabilidad en almacenamiento de alrededor de
470 horas. Con ¢l EUPERGIT C se obtuvo un catalizador de actividad especifica de 5.8
Ulg soporte, una vida media operacional de 6.25 horas v en almacenamiento de 50 horas.
Comparando los dos soportes enzimdticos el Spherosil le confiere una mayor cstabilidad a la

enzima fenilalanina amonio-liasa.

o



Introducciin

INTRODUCCION

La utilizacién de enzimas en la industria alimentaria presenta muchas ventajas: son especifi-
cas, funcionan en condiciones moderadas de temperatura y pH, la velocidad de reaccidn
puede ser controlada y son facilmente inactivadas despues dc haber realizado el cambio de-
seado. Las limitaciones para utilizarlas suelen ser su alto costo y su baja disponibilidad a ni-
vel industrial. Actualmente existe la tendencia a emplearlas en forma continua, mediante el
uso de diferentes sistemas de inmovilizacién, haciendo que muchas reacciones se hayan
vueito atractivas para la industria.

La fenilalanina amonio-liasa 0 PAL (EC 4.3.1.5) es una enzima que desamina a la fenilalani-
na para producir 4cido frans- cindmico y amonio. También puede llevar a cabo la reaccién
inversa, siendo ambas de interés industrial. La PAL es otro ejemplo de enzimas que catali-
zan reacciones diferentes a la hidrélisis que encuentra aplicacién industrial: la produccién de
L-fenilalanina apartir de dcido trans- cindmico y amonio ha sido la principal aplicacién
desde el punto de vista econémico.

El interés en obtener L-fenilalanina se ha incrementado debido a sus diversas aplicaciones:
como precursor en la sintesis de aspartamo, un sustituto no caldrico de aziicar cuya naturale-
za protéica le permite tener ciertas ventajas sobre los edulcorantes caléricos como la sacaro-
sa; como conslituyente de mezcia de aminodcidos para la alimentacién parenteral de pa-
cientes; v como alimento de dieta para el tratamiento de la fenilacetonuria.

La sfntesis de L-fenilalanina utilizando la enzima fenilalanina amonio-liasa es una ruta para
su produccion industrial que hasta 1985 era utilizada por la compafifa Genex de los EU.A
[1]. El proceso estd basado en el uso de células de Rhodotorula rubra inmovilizadas para
producir al aminodcido, a traves de un proceso que parte del 4cido 7rans- cindmico y amonio
en presencia de la enzima fenilalanina amonio-}iasa, logrando obtener hasta 60 gfi del ami-
nodcido.

Se han planteado otras aplicaciones para la enzima enzima fenilalanina amonio-liasa. En el
sector terapéutico se ha propuesto como una alternativa en el tratamiento de fenilcetonuria,
tanto oral [2.34.5] como extracorporal [6,7] y en el tratamiento de neoplasmas {8). En el drea
de diagndstico, aunque no existen desarrollos especificos, pucde ser utilizada para la cuanti-

ficacién de fenilalanina y tirosina en un método rdpido v sensible [91.
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A pesar de este potencial, existen algunas limitaciones para su aplicacién asociadas en su
mayoria a problemas relacionados con la disponibilidad, velocidad de conversién y estabili-
dad de la PAL. Existe un gran nimero de estudios realizados con el fin de solucionar estas
desventajas, siendo el principal cuello de botella, la baja estabilidad de la enzima y el poco

exito alcanzado en su estabilizacién [10,11,12]).

El interés de trabajo con la enzima fenilalanina amonio-liasa, estd dirigido escencialmente
hacia el desarrollo de un catalizador para incorporarlo a un proceso de produccién de ali-
mentos de dieta para fenilcetontiricos {13]. Las principales etapas de este proceso son: hidré-
lisis enzimdtica extensa de la protefna base del alimento (casefna); separacién de la fenilala-
nina del hidrolizado por adsorci6n fisica con carbdn activado y la formulacién del producto
terminado. El uso de la fenilalanina amonio-liasa en dicho proceso se plantea como una al-
ternativa para mejorar la etapa de eliminacién de fenilalanina, haciéndola mds especffica a

traves de un método enzimitico.

En trabajos previos se llevé a cabo un estudio sobre la fenilalanina amonio-liasa producida
por las levaduras Sporidiobolus pararoseus ¥ Rhodosporidium roruloides, con el objeto de
producir un catalizador de células completas con actividad de PAL [14].  Se enconlré que
S. pararoseus resultaba muy adecuado para el disefio del biocatalizador considerando los ni-
veles de actividad, estabilidad y afinidad por el sustrato. Sin embargo, para la aplicacién en
hidrolizados, de acuerdo con cdlculos preliminares que consideran los niveles de actividad
disponibles, es necesario contar con un catalizador de mayor actividad especifica, al menos
dos o tres veces mds alta que la cepa silvestre. Por esta razén se requiere de una cepa mu-
tante con una mayor actividad intracelular. De otra forma, se requiere de la purificacién e

inmovilizacién de la enzima.

El presente trabajo tiene como objetivo principal contribuir en el drea de la "Tecnologfa En-
zimdtica", con el desarrollo de un catalizador de PAL de §. pararoseus de gran potencial en
diversos procesos biotecnol6gicos. Para este fin se lleva a cabo la purificacién, caracteriza-

cién e inmovilizacion de la enzima fenilalanina amonio-liasa



Objetivos
2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Purificar e inmovilizar la enzima fenilalanina amonio-liasa de S. pararoseus, con
la finalidad de disponer de un catalizador de alta estabilidad y alta actividad especi-
fica.

2.2, OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Producir la enzima fenilalnina amonio-liasa por fermentacién sumergida de la
levadura S. pararoseus.

* Desarrollar un proceso para la purificacion parcial de la enzima.
* Caracterizar cinética y fisicoquimicamente la enzima parcialmente purificada

* Modificar la enzima mediante su inmovilizacién por enlace covalente a dos
sopories enzimaticos

* Evaluar los catalizadores obtenidos en términos de: actividad especifica
y estabilidad de la enzima inmovilizada.

» Evaluar las perspectivas de aplicacidn de los biocatalizadores.
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* 3. ANTECEDENTES

3.1. Enzimas como biocatalizadores industriales

Las enzimas son proleinas que se comportan como catalizadores; es decir, aceleran la velo-
cidad con la que las reacciones se llevan a cabo sin alterar el equilibrio. Son responsables de
las transformaciones metabélicas en los seres vivos.

En la actualidad existen mds de 2000 cnzimas perfectamente caracterizadas y registradas, se
conoce la secuencia de aminodcidos de decenas de ellas y se sabe que en una bacteria como
E. coli existen mds de 300 protefnas; la mayor parie son enzimas responsables de su funcio-
namiento integral, todas ellas separables analfticamente y conocidas desde el punto de vista
quimico, fisicoquimico y cinético. Un dato impactante es que de las 2000 enzimas regisira-

das sélo 60 son producidas comercialmente [15}.

Las enzimas purificadas o incluidas en células son utilizadas en la manufactura de productos
tales como quesos, detergentes, antibidticos, diagndsticos clinicos, etc. Hoy en dia, las
ventas anuales de enzimas para la aplicacién en las industrias de alimentos, detergentes,
quimica especializada y de diagndstico son aproximadamente de 600 millones de délares
[16]. El mercado de enzimas en México se estima en 17 millones de ddlares anuales. Las
importaciones totales de productos enzimdticos fueron de 3.816, 2.412 vy 3.313 millones de
ddlares en 1985, 1986 v 1987, respectivamente, de acuerdo con datos de la Secretaria de Co-

mercio y Fomento Industrial {15].

Los principales proveedores de enzima comerciales, incluyen compaiiias tales como Solvay
Enzymes (Elkhart, IN), Gist-Brocades (Delft, Netherlands), Novo Nordisk (Bagsvaerd,
Denmark), Finnsugar Starch Enzymes, Inc. (Espoo, Finland), Miles Kali-Chemie (Hanno-
ver, Germany), Biocatalysts (Pontypridd, Mid-Glamorgan, U.K) y Nagase (Tokyo, JapSn)
[16).

3.2. Limitaciones sobre el uso de enzimas en la industria

Las enzimas son utilizadas ampliamente en e} procesamiento de alimentos, debido a sus
propiedades de alta especificidad y a su capacidad para catalizar reacciones bajo condiciones
suaves de temperatura y pH. En un proceso catalizado por enzimas, e] costo de la enzima
usualmente ¢s un clemento clave en el costo del proceso. En efeclto, el costo de la enzima es
el principal obstdculo que ha limitado la expansién de la Tecnologia Enzimética Industrial.
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El costo de la enzima puede ser reducido: (a) incrementando los rendimiento de las cepas
microbianas, mediante su mejoramiento genético o la optimizacién de las condiciones de
fermentacién, (b) desarrollando sistemas costo-efectivos para la recuperacién y reuso de
enzimas, incluyendo procesos con enzimas inmovilizadas y (c) llevando a cabo conver-

siones enzimdticas a altas temperaturas utilizando enzimas termoestables [17).

3.3. Estrategias para la obtencion de enzimas estables

La capacidad para obtener enzimas estables es de crucial inportancia para su aplicacién
como biocatalizadores. Las proteinas cataliticas, al igual que todas las proteinas, son solo
parcialmente estables como resultado de un delicado balance de las interacciones de estabili-
zacién y desestabilizacién [18). La comprensién de los mecanismos responsables de la esta-
bilizacién y desestabilizacién de enzimas, especialmente a temperaturas elevadas, es de
especial importancia desde el punto de vista cientffico y comercial [19]. A continuacién se
describen algunas estrategias que han permitido incrementar las aplicaciones de enzimas en

1a industria, incrementando su estabilidad.

3.3.1. Aislamiento de enzimas a partir de microoganismos termofilos

El interés de las enzimas termoestables, radica en que la mayoria de los procesos enzimditi-
cos industriales son llevados acabo bajo condiciones no fisiolGgicas, lales como altas tempe-
raturas, altas presiones, valores de pH extremos, etc. En este sentido, una de las estrategias
para oblener calalizadores para estos procesos es el aislamiento de enzimas a partir de
microorganismos que naturalmente existen en un medio ambiente extremo, como es el caso
de los microorganismos termdfilos. S&lo las bacterias pueden crecer a temperaturas su-
periores a los 65 © C y en general las enzimas aisladas de estos microorganismos son
estables a la temperatura éplima de crecimiento, atin cuando hayan sido purificadas. Dentro
de las enzimas que han sido aisladas de microorganismos termdfilos, podemos mencionar a
la Taq-DNA polimerasa de Thermus aquaticus, de uso en sistemas de PCR, la L-asparagi-

nasa, B-galactosidasa, a-glucosidasa y a-amilasa, por citar solo algunos ejemplos [15).

3.3.2. Obtencidon de enzimas estables por ingenierfa genética

Otra estratégia biotecnolégica es el uso de la ingenierfa genética para el mejoramiento de la
produccioén y estabilidad de enzimas de uso industrial. La ingenieria genética permite la

>
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sobreproducién de enzimas, incrementando su disponibilidad y disminuyendo su costo. Sin
duda, es una de las herramientas mds poderosas hoy en dia, Entre otros logros, ha hecho
posible la produccién de enzimas heterdlogas; es decir, mediante la manipulacién de la
informaci6n genética, es posible la expresién de una prolefna en un sistema diferente al que
normal mente la produce. Una de las primeras aplicaciones que llegan a la industria, s ¢l
caso de la quimosina de temnera, cuyo gen ha sido clonado en E. coli, Kiuyveroniices
marcianus var. lactis 'y Sacharomyces cerevisiae (levadura de panificacién). La quimosina
es un claro ejemplo de como la ingenierfa genética puede influir en el desarrollo de nuevos
catalizadores, mds econdmicos: por ejemplo, el costo del producio enzimdtico Kimax de
Pfizer's, es aproximadamente 50% menor que el de la quimosina de ternero. Actualmente,
otras enzimas recombinantes tales como la glucoamilasa, glucosa isomerasa, pululansa y

varias proteasas se encuentran en desarrollo [16].

3.3.3. Estabilizacién de enzimas por modificacién quimica

La modificacién qufmica selectiva de protefnas ha sido utilizada en algunos casos para estu-
diar y/o incrementar la estabilidad térmica de ciertas enzimas. Estos estudios han demostra-
do que la modificacién quimica puede dar como resultado la estabilizacién, desestabiliza-
cién, o bien no tener ningun efecto. La estabilizacién de las enzimas mediante esta estrate-
gia, se puede llevar a cabo mediante la modificacién de amino4cidos claves localizados en la
superficie de la protefna. Uno de los mecanismos de estabilizacién radica en modificaciones
tendientes a eliminar las repulsiones clectrostdticas desfavorables que facilitan el desplega-
miento (desnaturalizacién) de la conformacién cataliticamente activa. Alternativamente,
otro mecanismo consiste en incrementar las interacciones hidrofébicas en la estructura
globular. El entrecruzamiento de protefnas con agentes bi(poly)-funcionales, también ha

sido ampliamente utilizado para la estabilizacién de proteinas. [20].

3.3.4. Estabilizacién de enzimas por inmovilizacién covalente

La inmovilizacién de enzimas por enlace covalente también puede ser clasificada como una
modificacién quimica. Los desarrollos en la aplicacién de enzimas industriales en muchos
casos involucran el uso de reactores continuos, lo que requiere de la inmovilizacion de la
enzima. Dos pardmeltros claves a considerar en la factibilidad técnica de un proceso enzimd-
- lico, son la eficiencia ¥ la estabilidad de la enzima utilizada. La inmovilizacién frecuente-
mente da como resultado un incremento de la resistencia a varios factores desnaturalizantes:
cambios de pH y temperaturas extremas, altas fuerzas idnicas, reactivos desnaturalizantes,

proteasas, etc. [21].
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Existe un gran mimero de biocatalizadores industriales consisientes en enzimas inmoviliza-
das en soportes sélidos. El principal biocatalizador a base de enzima inmovilizada hoy en
dia es la glucosa isomerasa, el cual ocupa el primer lugar en ventas mundiales con aproxi-
madamente 40 millones de ddlares en 1990. La glucosa isomerasa inmovilizada, es produ-
cida por diferentes empresas, tales como Finnsugar, Solvay, Novo Nordisk y Gist-Brocades.
Otras enzimas inmovilizadas, tales como penicilinoacilasa, fumarasa, beta galactosidasa y
aminocilasa abarcan gran parte del mercado restante de las enzimas inmovilizadas para

alimentos ¥ quimica cspecializada. 16].

3.4. Fenilalanina amonio-liasa

3.4.1. Fuentes de la enzima

La enzima fenilalanina amonio-liasa (EC 4.3.1.5) pertenece al grupo de las liasas, que
rompen enlaces de tipo C-C, C-O, C-N y otros enlaces por eliminacién, dejando dobles
enlaces; ademds, tienen }a capacidad de adicionar grupos a estos dobles enlaces. Las amo-
nio-liasas en particular, proveen un método de desaminacién de aminodcidos, produciendo
dcidos insaturados. Es un grupo de enzimas altamente especificas, que pueden adicionar

amonio en vez de agua a 4cidos insaturados. [22].

La enzima fenilalanina amonio-liasa se encuentra ampliamente distribuida en los seres vivos
va que se encuentra en vegetales, levaduras pigmentadas (rojas) v en algunos hongos. Hasta
la fecha no ha sido encontrada en forma natural en sistemas bacterianos tales como E. coli y
Strepiococcus, ni tampoco en células de mamiferos; sin embargo ha sido posible expresar

en E. coli el gen de levadura que codifica a la fenilalanina amonio-liasa [23].

En células vegetales la enzima cataliza Ja primera reaccién de la biosintesis de faseolina a
partir de fenilalanina, en respuesta a la infeccién por hongos patogénicos o bacterias. Es
también una enzima regulatoria de la biosintesis de isoflavonoides y otros fenilpropanoides
incluyendo ligninas, flavonoides y conjugados del dcido hidroxicindmico, tales como dcidos
clorogénicos v ciertos alcaloides.

Su principal funcién en microorganismos es la degradacién de fenilalanina como una fun-
ci6n catalftica. Las enzimas de origen microbiano en su mayorfa catalizan la desaminacién
de L-fenilalanina y L-tirosina, para producir 4cido frans- cindmico y dcido p- cumdrico, res-

pectivamente (Figura 1). [24].
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H\_/COO’
H
+ NH
(HO) (HO)
L-Fenilalanina Acido trans-Cindmico
(L-Tirosina) (Acido p-Cumdrico)

FIGURA 1. Reaccién que cataliza la fenilalanina amonio-liasa.

La fenilalanina amonio-liasa de origen microbiano no presenta actividad catalftica sobre
otros aminodcidos comunes, excepto L-fenilalanina y L-tirosina, asf como algunos and-
logos estructurales (D-fenilalanina, DL-3-hidroxifenilalanina) [25,26,27]. Por otro lado, la
enzima de fuentes vegetales es especifica sobre la fenilalanina [22,24). Una caracteristica
importante de esta enzima es que tiene la capacidad de catalizar la misma reaccién en ambos
sentidos: la reaccién de desaminacién de fenilalanina y la de sintesis a partir de dcido
trans- cindmico y amonio, siendo ambas de interés industrial.

En la tabla 1 se resumen las principales propiedades de la fenilalanina amonio-liasa de di-
versas fuentes [14). Su peso molecular se encuentra entre 275 000 y 330 000 Daltones v esta
conformada por cuatro subunidades, de las cuales dos estan involucradas en la catdlisis. En
el caso las enzimas de Rhodororula glutinis, de papa v de mafz dos de las subunidades son
aparentemente identicas, mientras que la enzima de trigo v Rhizoclonia solani estd confor-
mada por dos pares de subunidades (o y 8) de diferente peso molecular [28}. Con respecto
al sitio activo, la enzima presenta dehidroalanina que se combina covalentemente con el

grupo a-amino del sustrato duranie la reaccion catalitica [25,2

La tempcratura Sptima de reaccion de la fenilalanina amonio-liasa en la mayoria de los casos
se encuentra entre los 20 °C v 30 °C, sin embargo las enzimas de Rhodororula ribra,
Rhizociania solani 'y trigo presentan valores que resultan interesantes (37 °C, 45 °C y 50
°C) para su aplicacién industrial. El manejo de altas temperaturas no solo incrementar la
velocidad de reaccién, sino que permite manejar una concentracién mayor de sustrato en

una recaccion, ademds de que evita los problemas de contaminacién.

10
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La constante cinética Km reportada para la enzima fenilalanina amonio-liasa ¢s diferente en
la mayorfa de los casos, lo anterior puede atribuirse a fa fuente de la enzima y a las condi-
ciones tanto de temperatura como de pH

TABLA 1
Propiedades principales de la
fenilalanina amonio-liasa de diferentes fuentes
pH Temperatura Peso Km
Gptimo de 6ptima de molecular (mM) Referencia
Fuente reaceién reaccién (Da)
(°C)

Tubéreulos de papa 87 30 330000 038 - 0.26% 31
Zea mays (maiz) — 30 306000 270 31
Tricum Aestivum .
(tsigo) - 50-54 46
Rhizoctania _ <rb
solani 88 a5 330000 0.18-5.0 28
Neurospora 85 - - 50¢ 32
crassa
Streptomyces _
verticilanis 91 25 226000 016 by
Rhodotorula 10 30 - 4.2 be 10
gluiinis 8.5 30 275000 0.25 25

: : 0.06-0392 33
Rhodosporidium 9 20 - 21 26
toruloides - - - 0.6 24
Rhodosporidium _ i
texensis 9.5 20 - 15 26
Rhodstorula _ d
rubra 9.5 37 - 038 29
Sporobolomyces _
pararosens &5 30 275000 031 48
Sporidiobolus .
pararoseus 838 40 - 0.53 14

" a) No sigue la cinética de Michaslis-Menten
b) Cataliza Ia reaccidn invarsa
¢) Presenta inhibicidn por exceso de sustrato
d) Valor aparente

11
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3.4.2. Fenilalanina amonio-liasa de levaduras

La principal fuente de obtencién de fenilalanina amonio-liasa ha sido de fuentes microbianas
y en especial de levaduras, Las enzimas de fuentes microbianas en general desplazan a las
enzimas de origen vegetal va que se pueden producir a gran escala en un tiempo Y espacios
relativamente reducidos. Las enzimas de los géneros Rhodororula, Rhodosporidinm y
Sporobolomices ha sido la mds estudiada, en particular en aspectos relacionados con su

produccién y aplicacién.

Evans eral . [29], publicaron un estudio relacionado con el aislamiento y la evaluacién de 21
cepas productoras de fenilalanina amonio-liasa. La capacidad de utilizar L-fenilalanina y
trans- cindmico como sustratos, el nivel de produccién celular y la actividad especifica,
fueron los criterios de seleccién. Dicho estudio se realizé con la finalidad de disponer de
cepas que pudieran ser utilizadas en la produccién comercial de L-fenilalanina. En la tabla
3, se presenta un resumen de las cepas que presentaron la mayor actividad enzimdltica.

TABLA 2

Levaduras productoras de fenilalanina amonio-liasa, con actlividad
catalitica sobre L-fenilalanina y t-cinamico. Evans, er al . [29]

Actividad Especifica (U/g célula)

Aislado Identificacién taxonémica L-fenilalanina  dcidor- cindmico
(sustralos)
SPA1  Rhodotorula rubra 37.16 38
SPA2  Sporidiobolus pararoseus 29.56 3.08
SPA3  Rhodotorula glutinis 30.1 3.15
SPA6  Rhodotorula minura 41.81 272
SPA8  Rhodosporidium toruloides 32.36 233
SPAIO Rhodoiorula rubra 52.91 416
SPA13 Rhodotorula informo-minianm 20.43 22
SPA20 Rhodororrula glutinis 47.16 3.85

U = una unidad enzimética, cs la cantidad de fenilalanina o dcido trans- cinamico

(umoles) formado por minuto a 30 °C.

El aislado SPA 10, identificado taxondmicamente como Rhodotorula rubra, es la cepa que
present6 los mejores resultados en este estudio, habiendo sido objeto de varias publicaciones
relacionadas con su aplicacién en la produccién de L-fenilalanina. Es posible afirmar que
los géneros de levaduras enlistados en la tabla anterior, aunque no precisamente las mismas
cepas, corresponden a las mds frecuentemente reportadas en la literatura como fuentes

principales de la enzima.
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Un estudio reciente sobre el aislamiento de cepas con actividad de fenilalanina amonio-liasa,

ctores de la enzima. Un total de

es el realizado por Kupletskaya y Dol'nikova [30]; en esta publicacién se describe el aisla-
miento de levaduras pigmentadas y hongos miceliales produ
700 cepas de coleccidn y aislados de levaduras rojas fueron|ensayados. El criterio de selec-
cién fué la actividad de fenilalanina amonio-liasa, determinada por la conversion de fenilala-
nina a dcido frans- cindmico. Una concentracién de biomasa! de 0.2-0.8 mg/ml de levadura v
de 1.0-5.0 mg/ml de micelio base seca previamente cullivac‘ios, se colocan en una solucién
amortiguadora 0.2 M de Tris-HCI (pH 8.8-8.9) con 0.02 DI‘,-feni]alanina. La formacién de
deido trans- cindmico durante la reacci6n se sigue por el inciemento en Ja absorbancia a una

densidad Sptica de 278 nm. La actividad especifica de fenilalanina amonio-liasa se expresa

como miligramos de 4cido frans -cindmico formado por horg
presencia de la enzima fué confirmada en 417 levaduras pi
liales de coleccién. Es importante mencionar que no exis

por miligramo de biomasa. La
pmentadas y 112 hongos mice-
e una relacién directa entre la

produccién del pigmento y la presencia de la enzima fenilalanina amonio-liasa en las cepas

que presentan una coloracién caracteristica, ya que en much

sometidas a un estudio mds con la finalidad de determinar
nilalanina a partir de dcido frans- cindmico y amonio. La
se realizé con una mezcla de reaccién que contiene 2.2 % dd
de amonio, a un pH de 10. Se encontré que la mayor cantida
por Rhodotorula aurantiaca KM-1 (levaduras pigmentada d
de fenilalanina. Entre los hongos miceliales, el productor ma
cladosporoides 1699 (14 mg/ml). De los microoganismos
tados presentd fue Rhodotorula glutinis 9/1, capaz de produ

3.4.2.1 Cepade trabajo: Sporidiobolus pararoseus NRRL

Dentro de las diversas fuentes microbianas para la producci

as de ellas no se detecta la acti-

vidad de la enzima. Las cepas que presentaron actividad de fenilalanina amonio-liasa fueron

‘su capacidad para producir fe-
ormacién de dicho aminodcido
4cido rrans- cindmico y 6.5 M

d de fenilalanina es sintetizada

e coleccion) produce 18 mg/m!

s eficiente fué Clamidosprium
aislados el que mejores resul-
-ir 13 mg/ml de fenilalanina.

Y-548

de fenilalanina amonijo-liasa,

S
se selecciond a la levadura S. pararoseus NRRL Y-548 pfr ser una cepa paco estudiada

como fuente de la enzima y presentar la mayor actividad en
disponibles. En efecto en estudios anteriores al presente traba

el al [14] caracterizaron el crecimiento y la produccién de fen

una seleccién inicial de cepas
jjo de investigacion, Kawasaki

ilalanina amonio-liasa de dicha

cepa ¥ de Rhodosporidiun toruloides NRRL Y-1091 y encl)mraron que la mdxima activi-

dad se presenia en la dltima etapa de la fase logarftmica d

medio de cultivo para la induccién de la enzima; determinar
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fisicoquimicas de la enzima intracelular en células completas; y propusieron un modelo
cinético para describir la reaccién de desaminacién de fenilalanina presente en hidrolizados
de proteina.

3.4.3. Cinética

El estudio del mecanismo de reaccién de la fenilalanina amonio-liasa, asi como la determi-
nacién de los parametros cinéticos de la enzima de diversas fuentes ha sido previamente
reportado. El conocimiento del mecanismo en los procesos enzimdticos es de suma impor-
tancia, ya que proporciona una mayor comprensién de la reaccién y permite un disefio
adecuado del sistema.

3.4.3.1. Mecanismo de reaccién

Havir y Hanson [31] propusieron un mecanismo de reaccién para la enzima de tubérculos de
papa. Enla Figura 2 se respresenta esquemdticamente el mecanismo de reaccién postulado.
Se sugiere que un grupo carbonilo est4 involucrado en el proceso catalitico. Por otra parte
se tienen evidencias para soportar la hipStesis de la existencia de un intermediario enzima-
amonio. El primer paso de este mecanismo es la ruptura del enlace N-C, lo que es facilitado
a través de la formacidn de un intermediario carbonil-amino, para dar origen a un segundo
intermediario carbonil-amonio que posteriormente es hidrolizado. Parkhurst and Hodgins
[27], también sugieren la formacién del intermediario enzima-amonio en la reaccién de desa-
minacién de la fenilalanina por las enzimas de Rhodotorula glutinis (ATCC 15385) y Spo-
rabalomyceslpamraseus (ATCC 11386).

14
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FIGURA 2. Mecanismo de reacci6n postulado para la enzima producida de tuberculos de papa. Los es-
tados de jonizacién que se muestran son los obtenidos a pH 8.7 (6ptimo de la cnzima). Se asume que
los productos de ionizacién son muy rapidos v por lo tanto la ganancia y pérdida de protones (H*) por
los grupos bisicos (B) y 4cidos (A) en la reaccién no se muestran como pasos separados.
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3.4.3.2. Modelos cinéticos

De acuerdo con lo reportado en la literatura la fenilalanina amonio-liasa presenta comporta-
mientos cinéticos diferentes en funcidn de la fuente, desde la cinética cldsica de Michaelis-
Menten [14, 24], inhibicién competitiva por producto [25], inhibicién por exceso de sustrato
[1032] v desviaciones mds profundas del modelo de Michaelis-Menten [28,31, 33).

Kawasaki et al [14). estudiaron ¢l efecto que tiene la concentacién de sustrato en la velocidad
inicial de la enzima contenida en células completas de Sporidiobolus pararoseus vy
Rhodosporidium toruloides y encontraron que ambas siguen el modelo cinético de Michae-

lis-Menten.

Hodgins [235], encontrd que durante la reaccién de desaminacién de L-fenilalanina por la
enzima de Rhodotoruia glutinis, el cinamato producto de la desaminacién, se comporta
como un inhibidor estrictamente competitivo. El mecanismo propuesto para esta reaccion
involucra un intermediario enzima-amonio:
LI RN,

E+ P === ENC EN + C

+ k2 4

C ks lks

o
¢ "7 E+ N
EC

Donde:
E = enzima
P = fenilalanina
N =amonio
C =cinamato
k;. g =constantes de reaccién individuales

La presencia de centros electrofflicos en el sitio activo de la enzima de levaduras y de papa,
sugiere la participacién de éstos en la formacidn del intermediario enzima—amonio. La feni-
lalanina amonio-liasa es inactivada completamente por reaclivos que se sabe reaccionan con
grupos carbonilos los cuales estan presentes en le sitio activo de la enzima. Si embargo, la
enzima es protegida completamente del cianuro, borihidruro y del bisulfito de sodio en
presencia de andlogos de la fenilalanina (DL-2-hidroxifenilalanina o dcidoL-8-fenilacético).

Lo anterior apova la hipdlesis de la formacién del iniermediario enzima-amonio.

16
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Sikora y Marzluf [32], encontraron que la enzima de Neurospora crasa presenta inhibicién
por exceso de sustrato, ya que concentraciones mayores a 2 mM de fenilalanina dan como
resultado una inhibicién de la fenilalanina amonio-liasa durante el ensayo de actividad.
Yamada ef al. [10], también reportan una inhibicién por exceso de sustrato para la enzima de
Rhodoturala glutinis, cuando se utiliza dcido 7rans- cindmico en la produccién de fenilala-
nina. El efecto de inhibicién se presenta cuando se emplean con niveles de frans- cindmico
mayores a 60 mM.

Otro modelo es el propuesto por Kalghatgi y S. Rao [28] para la enzima de Rhizoctonia
solani. Estudios de velocidad inicial con la enzima de este microorganismo mostraron
desviaciones significativas de la cinética de Michaelis-Menten. El valor de Km aparente
aumenta de 0.18 mM a 5 mM cuando se incrementa la concentracién de sustrato y durante
este proceso la Vmax se incrementa de 2 a 2.5 veces. La obtencién de una grdfica bifdsica
de doble reciproco (concava hacia abajo), un coeficiente de Hill menor a 1 y un valor de Rs
de 81 son fuertes indicaciones de una cooperatividad negativa. Estudios de saturacién de
sustrato revelaron la presencia de interacciones homotrépicas, fenémeno que es caracter{sti-
co de un enzima alostérico. En estos casos la unién de cada molécula disminuye la afinidad
intrinsica de los sitios activos vacantes de la cnzima. Aunado a lo anterior también se
presentd el fenémeno de activacion de la enzima a altas concentraciones de sustrato. Al-
gunas observaciones similares se encontraron con la fenilalanina amonio-liasa de papa [33].
Wieder e7 al. {32) reporta un comportamiento cinético muy similar para la enzima de
Rhodotorula glutinis una desviacién del modelo cinético de Michaelis-Menten con cambios
en los valores de Km aparente y Vmax aparente por el incremento de la concentracién de
fenilalanina.

A pesar de que existe una amplia informacién referente a las propiedades cinéticas de la
enzima, el planteamiento de modelos cinéticos que describan el comportamiento de la

reaccién en jos procesos en los que esta pueda participar son escasos en la literatura.

17
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3.4.4. Aplicaciones

3.4.4.1. Usos comerciales

Las principales aplicaciones en procesos comerciales de la fenilalanina amonio-liasa, son
bdsicamente dos: produccién de fenilalanina apartir de dcido frans- cindmico y amonio y en
diversos aspectos relacionados con la fenilcetonuria.

La produccién de L-fenilalanina apartir de dcido frans- cindmico y amonio sin duda alguna
es la principal aplicacién comercial. Hasta 1985, la compafifa Genex producfa el aminodci-
do mediante un proceso basado en el uso de células de Rhodotorula rubra inmovilizadas en
vermiculita [1}. Sin embargo hoy en dfa, la fermentacién con cepas recombinantes es el
proceso normalmente utilizado.

Una segunda aplicacidn, es en el tratamiento de hidrolizados 4cidos o enzimdticos de protei-
nas, para la remocién de fenilalanina . Existe poca informacién publicada al respeclo, sin
embargo por lo menos existen tres patentes reportadas sobre el uso de esta enzima en estos

procesos [34].

3.4.4.2. Perspectivas

La aplicacidn de la enzima en el tratamiento de fenilcetonuria, y la cuantificacién de fenila-
lanina y tirosina, son dos alternativas mds para el uso de la fenilalanina amonio-liasa. Enel
primer caso, existe un considerable nimero de publicaciones con respecto a las perspectivas
de uso que podria tener la enzima en esta drea. Por dar algunos ejemplos, Ambrus er al .
[6.7], propusieron el uso de reactores enzimdticos con fenilalanina amonio-liasa de Rhodoto-
rula gluinis inmovilizada para el tratamiento extracorporal de la fenilcetonuria. Utilizando
un modelo animal, estos autores encontraron que mediante dicho tratamiento es posible
reducir los niveles de fenilalanina, sin tener efectos adversos de tipo hematolégico, inmuno-
I6gico o fisiolégico durante dos horas de tratamiento. Por su parte Inoue ef al. [4], proponen
el tratamiento oral con la enzima inmovilizada en un sistema constituido a base de ma-
teriales naturales. Es un hecho que la fenilalanina amonio-liasa podrfa jugar un papel impor-
tante en la terapia enzimdtica de la fenilcetonuria.

Otra de las aplicaciones poco exploradas de la enzima es en el drea de diagnéstico. La
propiedad que tiene la fenilalanina amonio-liasa de algunos microoganismo de desaminar
fenilalanina y tirosina puede ser aprovechada para la cuantificacién simultdnea o en forma
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separada de ambos aminodcidos: un caso particular podrfa ser en ¢l diagndstico de fenilceto-
nuria. Ron-sen v Creed [9], propusieron un método espectrofotométrico basado en la
conversién de fenilalanina y tirosina a 4cido frans- cindmico y dcido p- cumdrico respectiva-
mente. El método resulta ser bastante sensible, va que permite detectar hasta concentra-
ciones 1uM de los aminodcidos, y es reproducible y comparable con los resuliados obteni-

dos en un analizador de aminoécidos.

3.4.5. Enzima inmovilizada

La principal limitante parar el uso de esla enzima como catalizador es su baja estabilidad. Se
han propuesto diferentes alternativas para resolver estos problemas. Evans ef al . [11,12] opti-
mizaron las condiciones de reaccién utilizando células completas de Rhodotorula rubra con
actividad de fenilalanina amonio-liasa, empleando agentes estabilizantes durante el proceso
de conversién del dcido frans- cindmico a L-fenilalanina. Destacan el sorbitol, alginato,
glutaraldehido, polietilenglicol y glicerol por su efecto positivo sobre la estabilidad de la
enzima. En el sector clinico en el tratamiento oral de fenilcetonuria, su uso est4 limitado por
la susceptibilidad a proteasas intestinales (principalmente quimotripsina y tripsina). Gilbert
y Tully [35] utilizaron células de levaduras permeabilizadas con actividad de fenilalanina
amonio-liasa para la proteccién de la enzima contra el ataque proteolitico. Sin embargo, los
niveles de actividad en la células deben de ser incrementados para el tratamiento in vivo .
En el mismo sentido Inoue et al . [4) desarrollaron un sistema mediante el atrapamiento de la
enzima purificada en fibras de seda para la proteccién del ataque proteolitico, con la finali-
dad de disponer de un derivado para la terapia oral. Finalmente, Bourget y Thomas 5] estu-
diaron la posibilidad de utilizar la fenilalanina amonio-liasa inmovilizada en microcdpsulas,
en el tratamiento de la fenilcetonuria. Dicho sistema de inmovilizacién permite mantener la
enzima dentro de células artificiales que la protegen contra cambios en los niveles de pH
gastrointestinal y enzimas proteoliticas. Otra alternativa al uso en terapia son los reactores
de fibra hueca como sistema de inmovilizacién de la enzima, donde la sangre del paciente es

recirculada con la finalidad de disminuir los niveles de fenilalanina {6,7).
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Microorganismo

Se utiliz6 la cepa de Sporidiobolus pararoseus NRRL-Y 5484, obtenida del Departamento
de Agricultura de los E.U.A en forma liofilizada. La cepa fué conservada a 4 °C en medio
sélido con extracto de levadura. Se realizaron resiembras cada dos meses para su preserva-

cién.
4.2. Reactivos

Los reactivos se adquirieron de las compafiias indicadas entre parentesis: L-fenilalanina (SIG-
MA CHEMICAL CO.) y grado industrial (ENZIMOLOGA); Trizma Base, DEAE-Sephacel] y
Albimina sérica de bovino (SIGMA CHEMICAL CO.); Sulfato de amonio, Acido acético,
Glicerina (J.T BAKER); Extracto de levadura y Extracto de Malta ( DIFCO).

4.3. Produccién de la enzima

Las fermentaciones a nivel laboratorio, se llevaron a cabo en un fermentador Setric Genie
Industriel Mod. 7F (Tolouse, Francia ) con un volumen de trabajo de 1.57. Las condi-
ciones de fermentacién fueron de pH inicial 5.5 sin control durante la fermentacién, 30 °C,
300 rpm ¥ una velocidad de aireacién de 0.3 VVM. A nivel planta piloto, se utilizé un
Microfer Fermentor, New Brunswick Scientific CO., INC. EDISON, N.S (USA ) con un volumen
de trabajo de 10 /., con agitacién de 400 rpm y aireacién de 0.5 VVM. Para la produccién
de la enzima se utilizé un medio optimizado por Kawasaki er al . (8] el cual contiene extracto
de malta 1.4% (p/v ), extracto de levadura 0.35% (p/v ) y L-fenilalanina 0.8% (p/v ).

4.4. Crecimiento celular

Para la determinacién del crecimiento celular se determiné la absorbancia a 650 nm vy se
relaciond con el peso seco a través de una curva patrén, cuyva ecuacion es la siguiente:

biomasa base seca (mg/ml) = [(Absorbancia g5, + 0.0178)] / 465.127

4.5. Cuantificacién de proteina

La proteina soluble fué cuantificada utilizando el método descrito por Bradford [36], usando

albimina sérica de bovino como estandar .
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4.6. Medicién de actividad enzimdtica

La actividad de la enzima fenilalanina amonio-liasa en células completas asf como la activi-
dad de ]a enzima soluble, se determiné siguiendo el incremento de la absorbancia a 290 nm
en un espectrofotémetro BECKMAN DU 650 (USA) durante 10 minutos. Una cantidad de cé-
lulas o de enzima soluble se adicioné a una solucién amortiguadora 0.1 M de Tris-HC] pH
8.5 con fenilalanina 5 mM. La formacién de dcido frans -cindmico producto de la reaccién
fué seguida a 290 nm, utilizando 9,000 como coeficiente de extincién molar para los célcu-
los de la concentracién de este producto. En el caso de la medicién de actividad en células,
se efectud previamente una permeabilizacién mediante una modificacién del método des-
crito por Gilbert v Tully [35]. Una unidad de actividad de la enzima se define como la can-
tidad de enzima que produce 1 ymol de producto en un minuto, a 30 °C.

4.7. Purificacién de la enzima

Las células con actividad de PAL obtenidas de la fermentacién de S. pararoseus fueron
cosechadas por centrifugacién y lavadas con una solucién amortiguadora de fosfatos 0.05 M
pH 7.4, con NaCl 0.85% (p/v ). Finalmente el paquete celular se resuspendié en una solu-
cién amortiguadora de Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 para obtener una concentracién final de 12%
(peso seco). La suspensién obtenida fué almacenada a 4 °C hasta su uso.

4.7.1. Extraccién de la enzima

La extraccidn de la enzima a partir de células de §. pararoseus se llevé a cabo mediante la
trituracién de células en un BEAD-BEATER a nivel laboratorio, ¥ a nivel piloto en un DYNO-
MILL. Para este proceso se utilizaron perlas de vidrio con un didmetro promedio de 0.5 mm,
la concentracién de biomasa fué del 12% (base seca) y una temperatura entre 10 °C y 18 °C
del efluente. En el caso del DYNO-MILL, sc empled un flujo equivalente a un tiempo de resi-
dencia de 20 minutos. Después de este tratamiento, el homogenado (producto de la ruptura
celular) fué centrifugado a 13 000 rpm por 25 minutos y el residuo fué descartado.

4.7.2. Recuperacién de la enzima a partir del extracto celular
4.7.2.1. Precipitacién con sulfato de amonio

Se adiciond sulfato de amonio en forma sélida a una solucién de enzima del extracto ce-
lular, para obtener un 30% de saturacién de la solucién. La adicién de la sal se llevé a cabo
cn forma lenta y con agitacién constantemente durante un perfodo de dos horas. Al final de
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este periodo la mezcla fué centrifugada (13 000-15 000 rpm, por 25 minutos). El sobrena-
dante fué llevado al 60% de saturacién con sulfato de amonio; la mezcla se centrifugd
nuevamente y el sobrenadante fué descartado. Laenzima contenida en e residuo fué resus-
pendida en Tris-HCI 0.05 M pH 8.5 conteniendo 20 % de glicerina (v/v) y dializada contra
dos volimenes de la solucién amortiguadora antes mencionada durante 24 hrs.

4.7.2.2. Precipitacién dcida

La recuperacién de la enzima a partir del extracto celular mediante precipitacion dcida se
utiliz6 como una alternativa a la precipitacién con sulfaio de amonio. Se llevé a cabo
mediante una modificacién del proceso de recuperacion de invertasa intracelular de levadu-
ra, reportado por Biintemeyer e7 al [37]. Mediante éste proceso sc busca llevar a cabo una
desnaturalizacién selectiva de protefnas y otros componentes presentes en el extracto celular
para de ésla manera precipitarlos sin afectar la estabilidad y la solubilidad de la protefna de
interés. Se ulilizé 4cido acético al 5% para la modificacién del pH hacia valores 4cidos, y'
una solucién de hidréxido de potasio IM para la modificacién del hacia valores bésicos.
La titulacién se llevé a cabo en lotes de 100 y 900 ml. Los cambios de pH se realizaron en
forma gradual de un pH inicial de 8.5 (pH de la solucién de enzima del extracto celular),
hasta un valor de pH de 5.5 sin alcanzar el punto isoeléctrico de la fenilalanina amonio-liasa
(p! 5.4 reportado para la enzima de R. glutinis ). Los cambios de pH se monitorearon con un
potenciémetro y la adicién de 4cido se realizé en un perfodo de 5 a 20 minutos. Después de
un periodo de 10 minutos de contacto a pH 5.5, la mezcla se centrifugé (13 000 a 15 000
rpm, durante 5 minutos) y el residuo se descarié recuperando la enzima en ¢] sobrenadante.
Finalmente, e} sobreﬁadantc se 1itulé con hidréxido de sodio hasta alcanzar un pH igual a 8.5
v se concentrd en un cartucho de {ibra hueca (Amicon, H1P100-20) .

4.7.3. Cromatografia de intercambio iénico.

Se emplearon columnas de diversas capacidades: 1.5x 20cm, 1.5x 50cm y 2.5x80cm .
La solucién de enzima, previamente dializada, se hace pasar por la columna de DEAE-
Sephacel equilibrada con una solucién amortiguadora de Tris-HCl 0.05 M, pH 8.5 conte-
niendo glicerina al 20% (v/v). La proteina absorbida a la columna fué eluida con el mismo
amortiguador, conteniendo cloruro de potasio en un gradiente linear de 0 a 0.3 M de KCI.
Se colectaron fracciones durante el desarrollo de la cromatografia, durante todo el experi-
mento se mantuvo un flujo de elucién igual a 1 ml/min. La carga de proteina en todos los
experimentos fué equivalente al 10% de la capacidad total de la columna.
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4.8. Electroforesis en gel de poliacrilamida

La enzima soluble fué analizada por clectroforesis en gel de poliacrilamida-SDS-PAGE al
10 % preparado de acuerdo al método de Laemmli [38].

4.9. Inmovilizacién de la enzima parcialmente purificada por enlace covalente

El acoplamiento de enzimas a soportes enzimdlticos por enlace covalente puede llevarse a ca-
bo mediante la unién directa a grupos apropiados del soporte 6 via un grupo espaciador. La
molécula espaciadora permite cierto grado de mobilidad a la enzima acoplada y de csla
manera es posible evitar limitaciones en la actividad. Sin embargo, la actividad y estabilidad
de una enzima inmovilizada en un soporte depende en gran parte del tipo de enlace formado
con el soporte. En este sentido, es importante la seleccién y el manejo de diferentes alterna-
tivas de unién enzima-soporte. En el caso particular de la inmovilizacién de fenilalanina
amonio-liasa, se decidié utilizar dos soportes que presentan diferentes grupos reactivos. El
Spherosil es un soporte de silica porosa activada con glutaraldehido, donde este tltimo fun-
ciona como molécula espaciadora para la unién de la enzima. E! EUPERGIT C, es una resina
epoxiacrilica la cual estd activada con grupos oxiranos en su estructura quimica, donde la
enzima se acopla a estos grupos espaciadores. Ambos soportes enzimaticos han sido
empleados en la inmovilizacion de otras enzimas logrando una mayor estabilidad térmica.
A continuacién se hace una breve descripcion de los procedimentos y las reacciones de
inmovilizacién en ambos soportes para la fenilalanina amonio-liasa

4.9.1. Inmovilizacién por enlace covalente en silica porosa aminada

La enzima fenilalanina amonio-liasa parcialmente purificada se inmovilizé por enlace cova-
lente en un soporte de silica porosa aminada (Spherosil, Rhone Poulenc ), activado con glu-
taraldehido al 2% en una solucién amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH 8.6 [39]. Después
de dos horas de contacto con el glutaraldehido, el Spherosil queda activado v es entonces
lavado con Tris-HCI 0.05 M pH 8.5. La solucién de enzima parcialmente purificada conte-
nida en Tris-HCI 0.05 M pH 8.6 vy glicerina al 20% (v/v), fué adicionada en una relacién de
80 ml/g de soporte equivalente a 12 mg de protefna por gramo de soporte. Después de dos
horas de contacto el soporte con la enzima inmovilizada se lava con suficiente solucién
amortiguadora v NaCl 1M. Finalmente se determina la actividad enzimética de la enzima
inmovilizada.
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Dada la porosidad del soporte, el drea especifica de la silica es un pardmetro importante a
considerar en este método de inmovilzacidn. En este caso se probaron tres diferentes dreas:

6 m?/g, 122 m?%/g y 445 m?/g, con un tamaiio de particula de 100 a 200 u en los tres casos.

La inmovilizacién de la enzima en silica, involucra dos etapas: primero se lleva a cabo la
activacién de la silica con glutaraldehido (a), v segundo la unién de la enzima con el
soporte via grupos aldehido (b) como se describe en la siguiente reaccion.

a) activacién con . ~
¢ )g,um] ehida Sflica-NH, + %c-cuz-ma 2-Cli-cC
H H
silica aminada ghutaraldehido
-H,0 | pH8S6
/O
Silica-NH=CH-CH ,-CH »,-CH z-c\/
H
silica activada
(b) acoplamiento . //o
de Ia eazima al Sflica~NH=CH-CH,-CH -CH,-C.~  + HZN—@
soporte activado N\ H
silica activada ENZIMA (PAL)
~H,0 | pH86

Sflica~NH=CH~CH »~CH y~CH ,~CH = NH-—%

Enzima inmovilizada
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4.9.2. Inmovilizacién por enlace covalente en EUPERGITC

Una solucién de enzima (8 m] ) parcialmente purificada contenida en una solucién amorti-
guadora de fosfato de potasio 1 M (pH 7.4; preparada con la mezcla de KH,PO, vy K,HPO,
conteniendo 0.1% de NaN; como conservador) y glicerina al 20% (v/v), fué adicionada de
manera uniforme a 100 mg de EUPERGIT C (Rohm Pharma; perlas epoxiacrilicas). La
relacién protefna/soporte fué de 12 a 18 mg de proteina por gramo de soporte. Después de
un periodo de contacto de 24 horas a temperatura ambiente (21 - 25 °C), la enzima acoplada
al soporte se lavé primero con 50 ml de agua destilada, despiies con una solucién de NaCl 1
My finalmente con la solucién amortiguadora en la cual se utiliza el catalizador. El cataliza-
dor obtenido se almacens en refrigeracion (aproximadamente 5 °C). La remocién de grupos
oxiranos del catalizador, después de la unién del soporte con la enzima generalmente es
innecesaria, sin embargo si se requiere puede llevarse a cabo mediante la reaccién con los
siguientes compuestos: 2-mercaptoetanol, 2-aminoetanol, glicina, 4cido tioacético 6 cistefna.

[40].

La unién de la proteina al soporte se realiza via grupos oxiranos, como se presenta en la
p

siguiente reaccién:

X

<N
O-CHy-CH,-CH, 4 Hz.\'—-@

EUPERGIT C ENZIMA (PAL)
H,0 | PH7-8
7
Z oH
O-CH, - CHz—NH—@
H

ENZIMA INMOVILIZADA
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RESULTADOS Y DISCUSION
5. Produccién de la enzima fenilalanina amonio-liasa

En estudios previos con el mismo microorganismo [14] fueron definidas las condiciones de
fermentacién: 30 °C, pH inicial 5.5 sin control durante la fermentacién, 600 rpm y una velo-
cidad de aireacién de 0.3 vWM; y se llevé a cabo la optimizacién de un medio de cultivo
para la induccién de la enzima, estando constituido por extracto de malta (1.4 % ), extracto
de levadura (0.35%) v fenilalanina como inductor (0.8%).

Bajo éstas condiciones de cultivo el comportamiento cinético de la levadura S. pararoseus
en fermentador de 2/ en un medio inducido se reporta en la Fig. 3a. El perfil de actividad
durante el proceso de fermentacién fué bastante similar a los perfiles reportados para otros
microorganismos con respecto a la induccién y estabilidad de la fenilalanina amonio-liasa
durante la fermentacién [29,4142). Se obtuvieron células con una actividad especifica de
27.8 U/g a las 16 horas de fermentacién con una productividad de enzima de 7.23 U/lh (Ta-
bla 3). Los niveles mdximos de actividad se presentaron a la mitad de la fase exponencial de
crecimiento, para después disminuir fuertemente en las tltimas horas de la fermentacién.
Esta caida de actividad coincide con el incremento de los niveles de oxigeno en el medio de
cultivo. Evans ef al. [12), postulan que el oxigeno estd involucrado en el mecanismo de
desactivacién de la enzima durante la fermentacién y demostraron que cuando se cambian la
condiciones aerobias de la fermentacién a un proceso anaerobio después de alcanzar el
punto mdximo de actividad, es posible prevenir Ja desactivacién de la enzima . Por lo ante-
riormente expuesto, cs necesario caracterizar ¢l sislema de produccién de la enzima en tér-
minos del tiempo éptimo de fermentacién para la cosecha de células, de acuerdo con las
condiciones de fermentacién Sptimas para la produccién de la enzima tales como la agita-
cién, aireacién y control del pH. )

5.1. Efecto del oxigeno y el pH en la produccién y estabilidad de la enzima PAL

Con el fin de observar si una disminucién en el suministro de oxigeno en la fermentacién
ocasionaba un efecto sobre la actividad v estabilidad de la enzima, se disminuyé el nivel de
oxigeno disuelto en el medio, bajando la velocidad de agitacién de 600 rpm a 300 rpm y
manteniendo la misma velocidad de aireacién (0.30 VVM). Mediante este cambio se registré
un incremento en la actividad especifica, asf como una cafda de actividad menos drdstica
después de haberse alcazado el punto médximo (Fig. 3b).
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FIGURA 3. Perfil del crecimiento celular, actividad enzimatica, pH y oxigeno disuelto durante la
produccién de la enzima PAL de S.pararoseus . Fermentacién bajo condiciones reporiadas por
Rawasaki eral. [14] (a); efecto de la reduccién del nivele de oxfgeno disuelto (b) y control del pH
durante la fermentacién (c), sobre la produccién y estabilidad de la enzima.

(m) biomasa; (O ) pH: (3) oxigeno disuelto; (@) actividad especifica.
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La mdxima actividad fud de 34 U/g dc célulaa las 18 horas de fermentacién con una produc-
cién de biomasa de 3.03 g/l (Tabla 3). Sin embargo, a pesar del incremento en la actividad
cspeci‘ﬁqa, la productividad obtenida bajo éstas condiciones de fermentacién fué menor
(5.67 U/l h): los resultados resultan ser mds bajos como consecuencia de un proceso mds
largo.

Por otra parte, también se estudié el efecto del control del pH durante la fermentacién con la
finalidad de incrementar la productividad de la enzima. Para ello se llevd a cabo una
fermentacién controlando el pH a un valor de 5.5 (pH 6ptimo de produccién de la enzima).
A pesar de que no se logré un buen control del pH durante la fermentacién como se puede
observar en la Fig. 3c, esta variable afecté principalmente la velocidad de crecimiento de la
levadura y los niveles de actividad especifica. Lo anterior puede constatarse en la Tabla 3
comparando los valores de velocidad de crecimiento y actividad especifica obtenidos bajo
las condiciones de fermentacién previamente definidas (Figura 3a), y los obtenidos cuando
se tiene un control sobre el pH. El valor mdximo de actividad fué de 35 U/g de célula,
alcanzada a las 20 horas de fermentacién con una produccién de biomasa de 3.38 g/l.
Dichos resultados son semejantes a los obtenidos cuando se disminuye el suministro de
oxfgeno. Igualmente, en términos de productividad también se tiene un proceso menos

cficiente, lo que puede constatarse en la Tabla 3.

TABLA3
Resumen de produccién de la enzima fenilalanina amonio-liasa,
por fermentacion liquida de S. pararoseus enfermentadoresde 2y 147.

Tiempo de  Biomasa Velocidad Actividad Productivi-

. maxima (g/l ) crecimiento especifica dad
Fermentacién actividad (h) (b)) (Ulgcllulap.s) (Uil b)
Fermentadorde2/. hd
600 rpm; 0.30 VVM; pHj 5.5, sin control 16 4.16 042 27.80 723
durante Ja fermentacién e
300 rpm; 0.3 VVM; pH 5.5 sin control . }
durante Ja fermentacién. 18 3.03 ND 337 5.67
600 rpm; 030 VV'M ; pH controlado -
alrededor de 5.5 20 338 0.233 35.00 592
Fermentador de 14 /
400 rpm; 0.3 VVM; pHi 5.5, sin control 13 2.92 0.25 33.11 7.43

durante la fermentacién.

- La temperatura manejada en todas las fermentaciones fué de 30 °C.
- U (unidad enzimitica) = una unidad enzimitica se define como la cantidad de enzima que produce

1 ymol de 4cido trans- cinimico en un minuto, 2 30 °C.
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Es evidente que el objetivo es contar con un sistema de produccién que permita la mayor
produccién de la enzima en el menor tiempo posible, siempre y cuando la actividad pueda
mantenerse estable en el medio. Por esta razén se decidié producir la enzima en las condi-
ciones de operacién originalmente definidas por Kawasaki ef al. [14), suspendiendo la
aireacién después de alcanzar el nivel méximo de actividad y cosechando las células imedia-
tamente después, para evitar en lo posible la desactivacién de la enzima. Por otra parte, tam-
bién se realizaron fermentaciones a nivel piloto en fermentadores de 14 /. En este caso, las
condiciones de fermentacién fueron de 0.5 VVM, 400 rpm a la misma temperatura y sin
control de pH durante la fermentacién. De esta manera fué posible alcanzar los mismos
niveles de actividad obtenidos en el fermentador de 2 /. Usando este procedimiento se
llevaron a cabo multiples fermentaciones para disponer de enzima para las siguientes etapas

del proyecto.
6. Purificacién de la enzima fenilalanina amonio-liasa

6.1. Extraccién de la enzima, mediante la ruptura celular por molienda en molino
de perlas.

Para la ruptura de células y la consecuente liberacién de los componentes intracelulares,
existe una diversidad de técnicas a nivel laboratorio, pero sélo dos métodos mecdnicos, son
empleados a gran escala: el Homogenizador de alta presién basado en el disefio de Manton-
Gaulin y el molino de esferas de alta velocidad, el Dyno mill tanto vertical como horizontal.
En el molino, a diferencia del homogenizador, la eficiencia de ruptura depende de la concen-
tracién de células alimentadas. De cualquier forma, en ambos casos el fluido debe pasar va-
rias veces por el equipo dependiendo de la dureza de la célula v de la ubicacién de Ja enzima
(peripldsmica, citopldsmica etc.). La optimizacién consiste en determinar el nimero minimo
de pasos por el equipo, la mdxima concentracién de alimentacién y las condiciones de ruptu-
ra (liempo de molido o presién) para obtener la méxima extraccién sin que la enzima pierda
actividad por calentamiento [15]. Para llevar a cabo esta operacién, se utilizaron dos equi-
pos: un molino de laboratorio (BEAD BEATER) y un DYNO-MILL de 1/.

Se analizaron las dos principales variables en el proceso: la concentracién de células v el
tiempo de residencia. La concentracién éptima de células se determina empiricamente para
cada caso, aunque usualmente se ubica en un rango del 30-60% peso limedo de la suspen-
sién celular ( 9 - 18% base seca) [43). Por otra parte, para la ruptura de levaduras se reco-
mienda utilizar un didmetro promedio de perlas de 0.5 mm. Estos experimentos se realizaron
en el molino de laboratorio.



6.1.1 Tiempo de residencia

Para determinar el tiempo de residencia en
el proceso de extraccién de la enzima, una
cantidad de células con actividad de fenila-
lanina amonio-liasa fué resuspendida en
amortiguador Tris-HCI (0.1 M pH 8.5) para
obtener una suspensién celular de concen-
tracién igual a 50 g/l . Posteriormente fueron
trituradas en un BEAD-BEATER durante un
periodo de 18 minutos, tomando muestras a
diferentes intervalos de tiempo con la finali-
dad de monitorear la liberacién de la enzi-
ma. El grado de liberacién, se determind
mediante la medicién de actividad enzimati-
ca en el homogenado celular (suspensién de
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FIGURA 4. Efecto del tiempo de residencia en la
liberacién de la enzima fenjlalanina amonio-liasa
durante la molienda en molino de perlas de una una
suspensién celular (50 g/l ), conuna actividad in-
icial equivalente a 0.42 U/ml antes de la ruptura.

céluias rotas). El perfil de liberacién obtenido en este experimento se presenta en la Fig. 4,
donde se puede apreciar que con un tiempo de residencia de18 minutos se logra extraer el

90% de la actividad intracelular.

6.1.2 Efecto de la concentraciéon
de células

Determinado el tiempo de residencia se pro-
cedi6 a estudiar el efecto de la concentra-
cion de células en la liberacién de la enzi-
ma. Para este estudio el 1imite superior de
concentracién de células fué de 150 g//,
considerando recomendaciones de la biblio-
graffa. Enla Fig 5, se presenta una compa-
racién de la liberacién de la enzima cuando
la extraccion se efectiia con concentraciones
de biomasa de 50 g// y 120 g/l. Como
puede observarse no existe un diferencia
marcada en el grado de liberacién de la
enzima al {inal del proceso (20 minutos)
apesar de que la cinética de extraccién es
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diferente. Para altas concentraciones de células, pareciera existir una etapa inicial mas len-
ta. Sin embargo, €l hecho de alcanzar rendimientos iguales indica que el proceso es inde-
pendiente de esta variable, siendo posible llevarlo acabo en este rango de concentracion. Se
decidié trabajar con la mayor concentracién de células, pués esto permite manejar vold-
menes pequefios en la siguientes etapas de purificacién y en general se aumenta la producti-
vidad.

Para llevar a cabo el procesamiento de una mayor cantidad de suspensién celular (500 ml -
1000 ml) se utiliz6 un molino de perlas escala piloto (Dyno-mill). En el escalamiento del
proceso de ruptura a escala piloto se consideraron algunas variables del proceso.

Se sabe que la velocidad de liberacién de proteina por métodos mecdnicos durante un proce-

so de ruptura sigue una cinética de primer orden. La forma integrada de la ecuacién de
velocidad que describe la ruptura celular en un molino de perlas cs la siguiente:

Ln[-gaf] = kt
(EC. 1)

Donde:
Rm = méxima cantidad de proteina que puede scr liberada
R = cantidad de protefna liberada
K = constante de primer orden
t =tiempo de residencia

La constante de velocidad (k) representa la eficiencia de ruptura y es una funcién de la velo-
cididad de agitacién, concentracién de células, concentracién de perlas, didmetro de las per-
las, el tiempo de residencia y la temperatura.

Para el escalamiento del proceso de extraccién se traté de mantener constante a las
siguientes variables, la concentracién de suspensién celular (120 g/l), el didmetro de las es-

feras ( ~ 5 mm) y el tiempo de residencia (20 minutos) previamente determinado a nivel.

laboratorio. Durante el proceso se manejaron temperaturas bajas (entre 5 y 15 °C) para
evitar la desnaturalizacién de la enzima.

La evaluacién del proceso de extraccidn se realizé con base en dos pardmetros: la eficiencia
de extracién y la recuperacién de la enzima al final de esta etapa. La eficiencia de extrac-
cién se reporta como el % de liberacién y se define como la relacién entre la actividad enzi-
midtica medida en el homogendo y la actividad inicial medida en la suspencién celular antes

de la ruptura, como se presenta en la ecuacidn 2:
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Ay
Ap

% de liberacién = x 100 (EC.2)

Donde: Ay = Actividad enzimética extracelular medida cn el homogenado (U totales).
A = Actividad enzimitica intracclular medida en Ja suspension celular

antes de la ruptura (U totales).
La recuperacion de la enzima al final de la etapa de extracién reportada como el % de recu-
peracién, se define como la relacién entre la actividad final que se obtiene en el sobrena-
dante (extracto celular), después de la eliminacién de restos celulares por centrifugacién y
la actividad inicial medida en la suspencién celular, ecuacién 3:

% de Recuperacion = (EC.3)

Donde: A = Actividad enzimitica final medida en el extracto celular(U totales)
A; = Actividad enzimética intracc]ular, medida en la suspencién celular
antes de la ruptura (U totales).

Enla Tabla 4 se presenta un resumen de los resultados obtenidos en la extraccién de la enzi-
ma escala laboratorio y nivel piloto. Como se puede observar se logré alcanzar el mismo
TABLA 4

Extraccién de la enzima fenilalanina amonio-liasa
de S. pararoseus, mediante la ruptura celular en molino de perlas

Volumen Concentracién Actividad 1) % %
de Muestra decélulas  enzimdtica totales de de
!
EQUIPO Muestr (ml) el ) (U/ml) liberacion  recuperacién
Suspensién - <
celular 115 30 0.42 483 90.50 -0
BEAD Homogenado 115 50 0.38 437
BEATER
(laboratorio)  Suspensién 150 120 14 210
celular 87.86 ~90
Homogenado 150 120 1.23 184.5
Suspension 640 120 14 8%
DYNOMILL  ceiar
(plioto) Homogenado 990 120 0.82 811 90.51 8035
Extracto celular 900 120 0.8 720

* CONDICIONES DE OPERACION: Q = 13 ml /min; o perlas = 0.4-0.7 mm; Ticmpo de residencia = 20 minutos.
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grado de liberacién que a nivel laboratorio, lo cual indica que el proceso de extraccién de la
enzima en este equipo de ruptura es, en principio, escalable. El proceso de extraccién no
afecta la estabilidad de la enzima ya que cs posible recuperar alrededor de 90% de la activi-
dad inicial. De estos resultados se puede concluir entonces, que el método de extraccién

utilizado es apropiado para llevar acabo este proceso.

6.2. Recuperacion de la enzima a partir de extractos celulares

Dentro de las principales etapas de purificacién de la fenilalanina amonio-liasa reportadas
en la bibliograffa, se incluye la precipitacién con sales (sulfato de amonio y citrato de sodio)
como una etapa de recuperacién y concentracién de la enzima. De estas sales, la mds utili-
zada es el sulfato de amonio.

Para la recuperacién de la enzima PAL de S. pararoseus , se utilizé como una primera alter-
nativa la precipitacién con sulfato de amonio y como una segunda alternativa la precipita-
cién dcida. La evaluacién de ambos métodos de recuperacién fué realizada considerando el
grado de purifacién (veces de purifacién) obtenido en la muestra tratada y el rendimiento
obtenido al final del tratamiento.

Las veces de purificacién se presentan como un mimero adimencional y es una medida del
grado de pureza que se obliene en cada etapa de purificacién. Dicho nimero puede definirse
como la relacién entre la actividad especifica obtenida después del tratamiento, v la activi-
dad especifica inicial de] extracto celular sin tratar:

A'EFp

AEg,

Veces de purificacién = (EC. %)

Donde:
A.EFp =Actividad especifica medida en la fraccién de enzima precipitada (U/mg protefna)

AEg = Actividad especifica medida en extracto celular (U/mg proteina)

El rendimiento es una medida de la eficiencia del método y representa el porcentaje de la
actividad inicial recuperada al final del tratamiento, el cual se define como:

- Amp
Rendimiento(%) = ——— x 100 (EC.5)
AEC
Donde: AFp = Actividad final medida en la fraccién precipitada (U totales)

Ag. = Actividad inicial medida en el extracto celular (U totales)
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6.2.1. Precipitacién con sulfato de amonio

Para la precipitacién de la enzima de S. pararoseus, fué necesario realizar un fracciona-
miento desde un 0% a un 60% de saturacién de sulfato de amonio. Se encontré que el 90%
de la enzima precipita en la fraccién comprendida entre el 30% y el 60% de saturacién de
sulfato de amonio . En la Tabla 5 se presenta un resumen de los resultados obtenidos en esta
etapa, la enzima se logré purificar alrededor de 3 veces con respecto a la actividad inicial del
extracto con un rendimiento del 90%.

TABLA 3
Recuperacién de la enzima PAL de
S. pararoseus , mediante precipitacién con sulfato de amonio.

Volumen Proteina Proteina  Actividad U Actividad Vecesde Rendimiento
Muestra (mh (mg/m) Total Ezimética totales Especifica  purificacién (%)
{ma) (U/mi) (U/mg proteina)

Coracto 50 4@ 2 023 1465 0065 1 100
(NH4)2504
30%-60% 30 228 684 043 129 018 288 86
Muestra
Dializada 30 2.06 61.8 044 132 0.2 333 901

6.2.2. Precipitacion dcida

Durante el proceso de ruptura celular, se libera una gran parte de los pigmentos B-carote-
noides que produce §. pararoseus como parte de su metabolismo. Dichos compuestos difi-
cilmente pueden separarse mediante centrifugacién; aun mas, no es posible separarlos
durante la precipitacién con sulfato de amonio. Su presencia representa un inconveniente en
la cromatografia de intercambio iénico, donde interfieren con el desarrollo del proceso, re-
sultando en una disminucién en el rendimiento de esta etapa y contaminando Ia columna.

La precipitacién dcida se utiliz6 como una alternativa en la recuperacién de la enzima. Lo
anterior con la finalidad de obtener una solucién de enzima con un menor nimero de impu-

rezas, que permita llevar acabo la siguiente etapa con eficiencia.

Se realizé inicialmente un barrido de pHs en forma descendente (de 8.5 hasta 4.5). Lo ante-
rior se hizo con el fin de definir el valor de pH al cual precipita la mayor parte de proteina y
otros contaminantes presentes en el extracto celular, sin precipitar a la fenilalanina amonio-
liasa y poder recuperarla en el sobrenadante de la solucién. A pH 5.5 se logré recuperar en
el sobrenadante el 100% de la actividad inicial del extracto celular (Tabla 6). Sin embargo,
es de mayor relevancia el hecho de que mediante este tratamiento es posible eliminar a los

compuestos de tipo carotenoide.
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Tabla6
Recuperaci6n de 1a enzima PAL de
S. pararoseus mediante precipitacién acida

Volumen Proteina Proteina Actividad u Actividad ~ Vecesde Rendimiento
Muestra (m) (mg/ml) Total Ezimatica totales  Especifica purificacion (%)
(mg) (U/ml) {U/mg prote.)
Extracto celular 20 5,06 101,2 PR 22 0,022 1 100
Sobrenadante
G e ion 3 076 2584 007 238 0092 42 1082
4cida
*La precipitacio iva de inas y de otros contaminantes de la enzima fenilalanina amonio-liasa, contenida en los
extraclos celulares se realizé dlsmlnuyendo el pH con émdo acatico (al 5%) hasta un valor de 5.5. Despugs de un periodo de
contacto de 10 minutos, e! pH se ajusta . Elexp se llevo a cabo a temperatura ambisnte.

6.3. Purificacién de la enzima por cromatografia de intercambio i6nico

6.3.1. Cromatografia de intercambio iénico

En el primer ensayo de purificacién, 50 ml de solucién de enzima dializada obtenida por
precipitacién con (NH,),SO,, fueron tratados en una columna de DEAE-Sephacel (1.5 x20
cm). Posteriormente, la enzima fué eluida con un gradiente de KCl, de 0-0.5 M en Tris-HCI
50 mM pH 8.5. Los resuitados obtenidos en los primeros ensayos fueron poco satisfactorios
segiin puede constatarse en la Tabla 7, ya que los rendimientos de este proceso fueron bajos
(alrededor del 30%) siendo la cromatografia la etapa donde mayores pérdidas de actividad se
presentaron. El perfil de elucién obtenido durante la cromatografia se presenta en la Fig 6.

TABLA 7
Resumen de purificacién de 1a enzima fenilalanina amonio-liasade S. parareseus.

Volumen Proteina Protefna Actividad U Actividad Vecesde Rendimiento
Etapa (ml) (mg/ml) tolal Enzimatica totales Especifica  purificacion (%)
(mg)  (U/ml) {U/img protelna)
1. Extracto
celular 50 442 221 029 14.65 - 0066 1 100
2.(NH 02504
3060 % 30 206 61.8 044 132 0.2 333 901
3. DEAE
Sephacel
F18 026 215 0.08 065 03 45 444
F20 83 0.37 307 027 224 0.73 1 153
F21 0% 3 02 171 057 86 11.67
46 31.42

La cromtatografia de intercambio iénico se llevd a cabo en una columna de DEAE-Sephace! (1.5 x 20 cm) equilibrada con
butfer Tris-HCI S0mM, pH 8.5. La enzima fué eluida con un gradiente de KCl (0- 0.5 M), en Tris-HCL 50 mM pHB.5.

1U =1 pmol de 4cido trans -cinémico formado por minuto, a 30 °C.
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FIGURA 6. Purificacién de la enzima fenilalanina amonio-liasa por cromatografia de
intercambio i6nico en DEAE-Sephacel. La cromatografia se desarrollo con un amorti-
guador de Tris-HCl 50mM, pH 8.5. La proteina se eluy6 con un gradiente de KCL de
0-0.5M. (=) proteina; (O)actividad enzim4tica.

Por otra parte, la enzima que se recupera de la columna, presenta una baja estabilidad; des-
pués de tres dias de estar almacenada a 4 °C en Tris-HCl 50mM (pH 8.5), se pierde ¢l 50 %
de su actividad inicial. Esios resultados demuestran nuevamente los problemas de inestabili-
dad intrinseca de la enzima, los cuales se presentan desde su produccién hasta, la aplicacién -
de la misma. Aparentemente Ja desactivacién de la enzima se debe a que esta se encuentra
mucho mds pura, lo cual la hace mds inestable. Los resultados sugieren el planteamiento de
una estrategia mediante la cual se pueda estabilizar a la enzima durante su purificacién.
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6.3.2. Cromatografia de intercambio idnico en presencia de glicerina
6.3.2.1. Estabilizacion parcial de la fenilalanina amonio-liasa

Para mejorar la estabilidad de la enzima durante el proceso de purificacidn se decidié estu-
diar la posibilidad de utilizar un agente estabilizante durante la cromatografia de intercam-
bio iénico, etapa donde se presentan las mayores pérdidas de actividad de la enzima. Evans
et al. [12] realizando un estudio de estabilizacién de la enzima PAL durante el proceso de
produccién de L-fenilalanina, encontraron que el alginato, el glutaraldehido y alcohéles poli-
hidricos como la glicerina, sorbitol y polietilenglicol fueron estabilizadores efectivos de la
fenilalanina amonio-liasa. De dichos agentes se selecciond polietilenglicol (PEG), glutaral-
dehido ¥ glicerina como posibles estabilizadores de la enzima.

Para estudiar cl efecto estabilizante de los compuestos antes mencionados, fué necesario
llevar a cabo primero un estudio sobre la desactivacion de la enzima. Este ensayo se realizé
en condiciones drdsticas con el fin de reducir los tiempos de experimentacién. Lo anterior
se realizé con la finalidad de seleccionar una temperatura que acelere los procesos de desac-
tivacién de la enzima y de esta manera estudiar en tiempos cortos el efecto estabilizante del
glutaraldehido, PEG y la glicerina. Para dicho experimento, la enzima del extracto celular
contenida en Tris-HCI 50mM (pH 8.5) fué sometida primero a un estudio de desactivacién a
diferentes temperaturas de almacenamiento: 40, S0y 60°C. Los perfiles de actividad obteni-
dos durante la desactivacién por tratamiento térmico se muestran en {a Fig 7 donde puede
constatarse que la enzima a 60 °C pierde prac-

ticamente toda la actividad en dos horas. El 0.25 ———n

proceso de desactivacién de la enzima bajo es- \

tas condiciones de almacenamiento sigue un o2 \

modelo cinético de desactivacién de orden < 015 ~

cero. 3 ¢
w 0,1

De estos resultados se seleccioné 60°C para 0.05 \ E=Eo-kt

evaluar el efecto estabilizante que tienen la gli-

cerina 30% (v/v), el PEG 0.5y 2 % (p/v) v el 0 r——

3 0o 2 4 6 8 10 12
glutaraldehido al 0.5% (v/v). La concentra- Tiempo de almacenamiento (nrs)

cién utilizada de cada uno de los aditivos en
FIGURA 7. Desactivacién de la enzima fenilala-
nina amonio-liasa bajo diferentes lempceraturas

para los estudios de estabilidad realizados por de almacenamiento: (3 ) 40 9C, (O ) 50°C y ()
Evans er al. [12). 60 °C.

este experimento, fué ia misma que se utilizé
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En las Fig. 8 se presentan los resultados
de estos estudios, demostrandose que el
PEG acelera la desactivacién de la feni-
lalanina amonio-liasa de S. pararoseus ,
y el glutaraldehido la desactiva prdcli-
camente en forma instantdnea. Sin em-
bargo la glicerina, presentS un efecto
positivo sobre la estabilidad de la enzi-
ma. Dicho efecto se mantiene cuando
se trabaja a una concentracién mayor o
igual al 20%.

La desactivacién de la fenilalanina
amonio-liasa a diferentes temperaturas
y en presencia de los diversos estabili-
zantes fué cuantificada en términos de
una constante de desactivacién, calcula-
da a partir de la ecuacién derivada de
un modelo cinético de desactivacién de
orden cero. Los valores de las cons-
tantes obtenidas en cada caso se presen-
tan en la Tabla 8, donde puede consta-
tarse que la glicerina tiene un efecto
protector significativo. La vida media
de la enzima a 60 °C se incrementa
aproximadamente en un 50% en pre-
sencia de este efector.

De estos estudios realizados, se decidié
incluir en el eluyente para la cromato-
grafia de intercambio iénico, glicerina
al 20 % como agente estabilizante con
la finalidad de estabilizar a la enzima
durante v después de esta etapa de puri-
ficacion.
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FIGURA 8. Efecto de diversos cfectores en 1a estabilidad
de la fenilalanina amonio-liasa duranie su desactivacién
a 60 °C. Glicerina 30% (@); PEG 0.5% (0 ), 2% (m );
control, la enzima en Tris-HCl 50mM pH 8.5 (O).

TABLA 8
Efecto de algunos aditivos en la estabilidad de la cnzima
fenilalanina amonio-liasa.

Constante de
Condicién Vidamedia desactivacién
t12(h) k (U/ml h)
En Tris-HCL 50 mM pH 8.5
a difcrentes temperaturas.
s0°C 10.16 0.0123
60°C 0.78 0.1600
En presencia de glicerina y
PEG a 60 °C.
Glicerina al 30 % 14 0.0896
PEG 0.5 % 0.5 0.2500
PEG2 % 05 0.2500
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6.3.2.2. Cromatografia de intercambio idnico: enzima recuperada por precipitacién
con (NH ), SO,

La enzima concentrada a través de precipitacién con sulfato de amonio se redisolvié en una
solucién amortiguadora de Tris-HC] 50 mM, pH 8.5 conteniendo 20% de glicerina. Un
volumen (14 ml) de la solucién anterior se alimenté a una columna de DEAE-Sephacel,
previamente equilibrada incluyendo glicerina como agente estabilizante. Los resultados de
purificacién en presencia de glicerina, se presentan en la Tabla 9, habiéndose encontrado la
fenilalanina amonio-liasa en varias fracciones las cuales eluyen con un rango de concentra-
cién de O - 0.20 de KCI aproximadamente. El perfil de elucién se muestra en la Fig 9.

TABLAS
Resumen de purificacién de la enzima PAL, en presencia de Glicerina.

Volu- Proteina Protef- Actividad U Actividad  Vecesde Rendi-

Etapa men (mgml) natotal enzimética totales especifica purifi-  miento
(mi) (mg) (Uml) (U/mgprot.)  cacién (%)
1. Extracto celular 100 236 236 0.27 27 0.09 1 100
2.(NHy)»804 30%-60%) 14 6.41 89.7 16 224 025 27 83
3. DEAE Sephacel
F27 48 0.99 47 0.16 0.76 0.17 18 28
F28 48 1.05 5 0.83 3.98 0.79 88 147
F29 43 114 53 1.27 6.1 1.11 12 26
F30 48 Lil 53 09 432 0.82 9.1 16
F31 48 087 42 04 19 046 51 7
17 global—b 631

La cromatografia de intercambio iénico se llevé a cabo en una coiumna de DEAE-Sephace! (1.5 x 20 cm) equilibrada con Tris-HCI
50mM, pH 8.5 conteniendo glicerina al 20%, como agents estabilizante. La enzima fué elufda con un gradiente de KCl (0-0.5M),
en Tris-HCL 50 mM pHB.S y glicerina al 20%.

Al comparar los resultados de la Tabla 9 con la purificacién reportada en la Tabla 7, se
puede concluir que el uso de glicerina aumenta el rendimiento global (de 30% a 60%}), recu-
perédndose alrededor del 75% de la enzima cargada a la columna. Ademds un resultado para-
lelo, es que la enzima purificada en presencia de glicerina se mantiene estable a diferencia
de lo que sucede en caso de eluir sin el efector. De hecho, no se detecta disminucién en la
actividad de la enzima almacenada a 4 °C en Tris-HCI 50 mM (pH 8.5) en presencia de
glicerina al 20% durante un mes.
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FIGURA 9. Purificacién de la enzima fenilalanina amonio-liasa por cromatografia de inter-
cambijo iénico en DEAE-Sephacel. La cromatagrafia se desarrollé con un amortiguador
de Tris-HCl 50 mM, pH 8.5 conteniendo 20% (v/v) de glicerina. La proteina se eluyé con
un gradiente de KCl de 0-0.5 M. (—) protefna; (O) actividad enzimética.

A pesar de que el proceso es eficiente
en términos de recuperacién de la en-
zima, el grado de purificacién es bajo.
Esto se puede observar con mayor de-
talle en la Fig 10, donde se presenta
un andlisis en gel de poliacrilamida de
diferentes muestras de la enzima, asi
como de las fracciones que presenta-
ron la mayor actividad enzimdtica.
Como se puede observar, en las frac-
ciones de mayor actividad (C (27), D
(28), E(29), F(30) y G (31)) la cantidad de
proleinas presentes €s aun muy am-

FIGURA 10. Andlisis de Ia PAL parcialmente purificada,
plio. Para incrementar el grado de por electroforésis (SDS-PAGE) en gel de poliacrilamida-
SDS-PAGE al 10%. Enzima de la fraccién 30-60%
(NH4)2804 (A), Extracto celular (B) y Cromatografia de

el rango del gradiente de KCl. intercambio iénico (C, D, E, F y G).

purificacion de la enzima, se modificé
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Considerando que la enzima cluye con un rango de concentracién de 0.10 M a 0.20 M de
KCl (Figura 6) se decidié modificar el gradiente, restringiendolo de 0-0.5 M a 0 - 0.30 M.
Esta modificacién increment6 el grado de resolucién del sistema; el andlisis de actividad en
las fracciones obtenidas de la cromatograffa bajo dichas condiciones, demostré que la enzi-
ma se logré purificar 32 veces con respeclo a la inicial como puede constatarse en la Tabla
10. En la Fig 11 se presenta el perfil de elucién de la cromatografia en DEAE-Sephacel
obtenido cuando se modifica el gradiente de elucién.

TABLA 10

Resumen de purificacién de la enzima fenilalanina amonio-liasa de S. parareseus .

Volumen Proteina Protefna  Actividad U Actividad Vecesde Rendi-
Etapa (ml) (mg/ml) total Enzimdtica totales Especifica purifi-  miento
(mg)  (U/ml) ( Uimg de proteina) cacion (%)
T Extracto
celulaacr 500 254 1270 019 95 0.073 1 100
2.(NHg4»pS04
A0%-60% 65 6.43 418 143 92 022 3 968
3. DEAE
Sephacel
F64 32 ND 036 128 ND 134
F65 3 ND 053 16 ND 168
F66 37 ND 09 37 ND 3.8
F67 32 ND 1.2 384 ND 404
Fe8 35 ND 163 572 ND 6.02
F69 4 075 3 176 74 22 32 75
F70 7 1.04 73 167 11.67 16 22 122
F71 43 ND 1.3 573 ND 6.08
F72 44 ND 0.97 425 ND 447
F73 4 ND 053 213 ND 224
F74 45 ND 0.3 165 ND 173
4867 global — 51.14

La cromatografia de intercambio iénico, se lievé a cabo en una columna de DEAE-Sephacel (1.5x §5 cm) equilibrada con
buffer Tris-HCI 50mM, pH 8.5, conteniendo glicerina al 20%, como agente estabifizante. La enzima fué eluida con un gra-
diente de KCl (0 - 0.3 M), en Tris-HCL 50 mM pHB.S. y giicerina al 20%.

ND = no se determind

A pesar de los avances obtenidos en la estabilizacién parcial y el incremento en el grado de
purificacién de la enzima, los rendimientos del sistema de purificacién no son atractivos
para un proceso tendiente a la produccién de un biocatalizador. Lo anterior se encuentra
intimamente relacionado con la presencia de los compuestos carotenoides. Dichos compues-
tos se absorben a la resina de intercambio iénico e interfieren en el desarrollo de la cromato-
graffa, lo cual se traduce en una pérdida de la enzima al final de este proceso. Adicional-
mente la resina sufre un deterioro paulatino dada la dificultad de eliminarlo totalmente.
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FIGURA 11. Purificacién de la enzima fenilalanina amonio-liasa por cromatograffa de intercam-
bio i6nico cn DEAE-Scphacel. La cromatografia fué desarrollada en una colwmna (1.5x 55cm )
con Tris-HCI 50 mM pll 8.5, conteniendo 20 % (v/v) de glicerina.  La protefna fué clufda con un
gradiente de KClde 02 0.3 M. (—) Protefna, ( O) actividad enzimidtica.
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6.3.2.3. Cromatografia de intercambio iénico: enzima recuperada
por precipitacion acida

La enzima (60 ml) del sobrenadante de la precipitacién dcida previamente dializado en una
membrana tipo AMICON (H1P100-20), se trat6 en una columna de DEAE-Sephacel. Enla
Tabla 11 se presenta un resumen de los resultados obtenidos en el proceso de purificacién.

TABLA 11
Resumen de purificacién de la enzima fenilalanina amonio-liasa recuperada por precipitacién 4cida.

Volumen Proteina Proteina Actividad Actividad Vecesde Rendi-
Eta (ml) (mg'ml) ol Enzimitica U Especifica purifi-  miento
p2 (mg) (Uml) totales (U'mg de proteina) cacién (%)
1. Extracto celular 608 466  2833.28 0.106 6445 0.023 1 100
2 Sobrenadante de la 624 084 52416 0104 6489 0123 538 100
precipitacion 4cida
3. Ultrafiltracién 175 2.90 507.50 037 6475 0.128 5.56 100
en membrana
AMICON (H1P100-20)
4, DEAE Sephacel.
volumen de carga (60 ml). 2.90 174.0 037 2220 0.128 556 100
Fracciones '
F119 3 0.67 20 0.54 1.62 0.82 35.6
F110- F127 34 046 24.80 033 17.82 072 313 80.27
Lacr grafia de i bio idnico se llevé a cabo en una columna de DEAE-Sephacel {1.5x 55 cm) equilibrada

con buffer Tris-HCl 50mM, pH 8.5 conteniendo glicetina al 20%, como agente estabilizante. La enzima fué eluida
conun gradicnte de KCI (0- 0.3 M), en Tris-HCL 50 mM pHB.5 y glicerina al 20%.

Como pucde observarse, mediante este procedimiento se logré aumentar el rendimiento del
proceso. Adicionalmente el proceso es mds sencillo de implementar y sobre todo elimina el
problema de la presencia de compuestos tipo carotenoide en la fraccién que entra a la
columna. Ademds permite obtener una muestra con un menor niimero de proteinas contami-
nantes disminuyendo la carga de la siguiente ctapa de purificacién. En la Fig 12, se presen-
1a ¢l perfil de efucién para la cromatograffa de intercambio iénico. Un aspecto interesante es
la homogeneidad que presentan la mayoria de las fracciones de mayor actividad con res-
pecto al mimero de proteinas. Por otro lado, la recuperacién de la enzima por precipitacion
dcida y la purificacién por cromatograffa de intercambio iénico permiten obtener a la enzima
fenilalanina amonio-liasa con un alto grado de pureza, como se puede observar en la Fig
13a. Donde se presenta el perfil electroforético en gel de poliacrilamida, de la fracciones de
mayor actividad obtenidas por cromatografia.
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FIGURA 12 Perfil de clucién y actividad enzimitica en la purificacidn de la enzima
fenilalalning amonio-liasa por intercambio iénico en una columna (1.5 x 55 cm) de DEAL-
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gradicnte de KCI (0-0.3 M). (—) Protefna, (Q) actividad enziméltica.
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6.3.2.4. Anilisis de la enzima por densitometria

Con la finalidad de cuantificar el grado de pureza con el cual se obtiene la fenilalanina amo-
nio-liasa mediante el proceso antes descrito, se realizé un andlisis mds detallado de las frac-
ciones obtenidas durante la cromatograffa. Las muestras de enzima parcialmente purificada,
fueron sometidas a un estudio de electroforesis (SDS-PAGE) en gel de poliacrilamida. Enla
Figura 12, se presenta el patrén de bandeo de dos de las corridas obtenidas durante la purifi-
cacién de la enzima. Posteriormente el patrén de bandeo fué analizado en un analizador de
imdgenes (Bio Image Application, de MILLIPORE). Este sistema permite estimar entre otros
pardmetros, el nivel de pureza de una banda con base en la densidad Sptica caracleristica de
dicha banda comparada con la densidad total. El andlisis mostré que la pureza de la enzima
en el ultrafiltrado es aproximadamente de un 17 % y de alrededor del 62% después de la
purificacién por cromatografia de intercambio iénico (Figura 13 a). Mediante algunos
ajustes en el desarrollo de la cromatograffa de intercambio i6nico, la capacidad de resolucién
de la columna, carga de enzima y en el desarrollo del gradiente. La estrategia de purifica-
cién antes descrita permite obtener una solucién de enzima con una actividad especifica de
alredededor de 1.5 U/mg de proteina con un grado de pureza cercano al 90% (Figura 13 b).

(a)
A B CDF G H 1 J
H .
L3 - - radiadi el et B FIGURA 13, Anlisis dc la
ol fenilalanina amonio-liasa pa-
- - racialmente purificada, por
electroforésis (SDS-PAGE) en
~ 1 gel de poliacrilamida al 10%.
— - .

Fig. 13a Enzima obtenida,

(b) por precipitacién isoeléetrica

(A): uhtrafiltrada (B): del

P.M A c D E F G H B A extracto celular (C); purifica-
- - da por cromatografia de

—

210 <

e = intercambio iénico(D.F.G.H.1)

67 wmeg " b bl bt o~ —‘_PAL Fig. 13b Marcadores de peso
molecular (A); cnzima ultra-

40 . .. filtrada (B) ¥ enzima parcial-
mente purificada por croma-

14 % — tografia de intercambio i6ni-

Kda. co (C.D,.EF.GH).
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6.4. Comparacion relativa del proceso de purificacién de la enzima de S. pararoseus .

Para finalizar la ctapa de purificacién de este trabajo de investigacidn, se presenta un andlisis
de los diferentes procesos de purificacién reportados en la literatura para la enzima PAL v
el desarrollado en el laboratorio previamente descrito para la enzima de S. pararoseus.

Es dificil hacer una comparacién en términos econémicos entre los diferentes procesos
reportados y el proceso desarrollado en el laboratorio, por la escasa informacién existente v
sobre todo por los diferentes objetivos buscados en cada caso. Cabe mencionar que el
proceso desarrollado para la purificacion de la enzima de S. pararoseus , fué realizado con
la finalidad de obtener una solucién enzimdtica y utilizarla en el desarrollo de un biocataliza-
dor con la enzima inmovilizada por enlace covalente, donde es importante un elevado nivel
el grado de pureza de la solucién enzimdtica a inmovilizar.

Debido a lo anterior, se decidi6 realizar una comparacién relativa en base a los datos de
purificacién reportados, tales como el grado de purificacién y el rendimiento alcanzado al
final del proceso, asi como el nimero de etapas involucradas. Con este objeto se presenta un
resimen donde se presentan los principales datos de purificacién reportados para cada
proceso (Tabla 12).

TABLA 12,
Comparacién relativa de los procesos de purificacién reportados para la Fenilalanina amonio-liasa y
¢l desarrollado en ¢l laboratorio.

. Actividad Actividad Factor Nimero

Microorganismo especifica especifica de de ctapas de  Rendimiento  Rel

inicial final purificacién  purificacion (%)

(Uimg prot)  (U-mg prot)

Rhodotorula gluiinis
0559 0.01 26 260 4 28 25
Rhodororula glutinis
ATCC 15385 0.022 1.07 48 6 17 28
Rhizoctonia solani 0.003 0.68 227 4 17.9 49
Streptomyces verticillatus _ _ -
ATCC 13495 0.0005 0.0201 40 5 9 50
Sporobolomyces pararoseus 0.003 1310 436 6 47 51
Sporidiobolus pararoseus 0.023 72 31 2 80

NRRL-Y 5484, (Este trabajo)
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En cuanto al nimero y caracterfsticas de las etapas involucradas en los diferentes procesos
de purificacién, es evidente que el proceso de purificacién propuesto en este trabajo resulta
bastante prdctico y atractivo desde el punto de vista econ6mico, pués sdlo involucra una séla
ctapa de recuperacién (la precipitacidn 4cida) previa a la purificacién por cromatograffa. En
cambio, los procesos analizados incluyen como minimo 4 etapas de recuperacion de la
enzima, lo que sin duda repercute en el costo del proceso.

Con respecto a la actividad especifica de la mezcla de fracciones obtenidas con el proceso
de purificacién desarrollado en este trabajo, resulta baja comparada con la de algunas otras
fuentes (Tabla 2). Sin embargo, esto es un punto que no depende estrictamente del proceso
de purificacién sino de la fuente misma. En este sentido cabe mencionar que de acuerdo al
andlisis electroforetico de la enzima parcialmente purificada, el grado de purificacién obteni-
do mediante dicho proceso es bastante aceptable ( ver resultados y discusién). Aunado a lo
anterior, €l proceso permite obtener un alto grado de recuperacion de la enzima: aproxima-
damente el doble con respecto a los obtenidos con los demas procesos. Los anterior permite
suponer que mediante la optimizacién del proceso en general, es posible lograr mejores
resultados, y de esta manera hacerlo mds competitivo.

En términos generales, el proceso de purificacién desarrollado en el laboratorio resulia inter-
esante principalmente por el método de recuperacién de la enzima. Debido a que es rdpido,
de fdcil control y no afecta la estabilidad de la enzima. Otra de las ventajas que presenta, es
que puede ser aplicado directamente al homogenado celular (obtenido después de la extrac-
cién de la enzima) v de esta manera evitar un paso de centrifugacidn en el proceso.

Finalmente, podemos concuir que mediante el proceso de purificacién desarrollado fué
posible obtener una solucién de la fenilalanina amonio-liasa con las caracteristicas apropia-
das ( estabilidad, pureza) para ser inmovilizada por enlace covalente.
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7. Caracterizacion cinética y fisicoquimica de la enzima parcialmente purificada

Las propiedades cinéticas y fisicoquimicas de la enzima PAL de S. pararoseus han sido
previamente determinadas en células completas [14]; a continuacidn, se describe la caracte-
rizacién de la enzima soluble, parcialmente purificada.

7.1 pH y Temperatura éptimos de reaccién

Con la finalidad de determinar el valor de pH 6ptimo para la reaccién de desaminacién ca-
talizada por la enzima, se determiné la actividad bajo diferentes condiciones de pH en un
rango de 7a 10.5. En la Figura 14, se presenta el perfil de actividad de la enzima soluble en
funcién del pH de la solucién.

1,5 /

Actividad Enzimatica (U/ml)

pH

FIGURA 14. Efecto del pH en la actividad de Ja enzima fenilalanina amonio-
liasa. Los ensayos se llevaron a cabo en Tris-HCl 50 mM, con 0.0074 U/ml
deenzima y 5mM de fenilalanina.

La mayor actividad de la enzima se obtiene en medio alcalino. El pH Sptimo de reaccidn
encontrado para enzima soluble se encuentra en el rango de 8.5a 9.0 semejante al determi-
nado en células completas (8.8).
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Para determinar la temperatura éptima de reaccién de la enzima soluble, se determiné la
actividad de la enzima en un rango de temperatura de 30 a 75 °C. En la Figura 15 se
presenta el perfil de actividad en funcién de la temperatura, donde puede observarse que la
temperatura éptima se encuentra alrededor de los 65 °C. Dicho pardmetro fué diferente a lo
reportado para la enzima de células completas ( 50 - 55 °C) lo que resulia interesante desde
el punto de vista de su aplicacién idustrial.

6,5 4

o 7\
s-

4.jf /

3,5 1 f

3 - /

2,5 - f
2 = ' . " . . FIGURA 15. Efecto de la temperatura en la velocidad
20 30 40 50 60 70 80 de reaccién de la enzima fenilalanina amonio-liasa

parcialmente purificada. En el ensayo se utilizaron

Actividad Enzimética (U/ml)

° 0.0074 U/ml de enzima, fenilalanina .2 mM en
Temperatura (°C) Tris-HCl 50 mM pH 8.5,

Por otra parte se calculé la energia de activacién a partir de los datos de actividad y tempera-
tura de acuerdo a la grdfica de Arrhenius (Figura 16 ) obteniendose un valor de 7809
cal/mol.

1,54 E\:\
i e

0,5 T T T

300 310 320 330

(]
)

AE = 7809 Cal/mol

Ln vi

FIGURA 16. Representacién gréfica de la ecuacién de
Arthenius para la enzima fenilalanina amonio-liasa

1/ Tx 10 3 (1/°K) de la levadura S. pararoseus.
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7.2 Pariametros cinéticos

En la caracterizacion cinética de la enzin?a se efectud primeramente la medicién de veloci-
dades de reaccién a diferentes concentraciones de sustrato; posteriormente se hizo el proce-

samijento de los datos experimentales y el'ajuste al modelo cinético de Michaelis-Menten.

Para la evaluacién de los pardmetros cinélicos Km y Vmax del modelo de Michaelis-Menten,
se fijé una concentracién de enzima parcialmente purificada de 0.01123 mg/m! en el medio
de reaccidn y se utilizé un intervalo de c‘ ncentracién de fenilalanina que va de 0.10 mM a
10 mM. Aunque la temperatura optima de reaccién fué de 65 °C, los pardmetros cinéticos
fueron determinados a 30°C y 40°C por los problemas de estabilidad de la enzima. Se
evaluaron las diferentes velocidades de reaccién en los experimentos y se refirieron a la
cantidad de enzima presente (U/mg de protefna). En Ja Tabla 13 se presentan los valores de

velocidad inicial de la enzima fenilalanina amonio-liasa a diferentes concentraciones de

sustrato.
TABLA 13
Velocidades de reacci6n de Ia fenilalanina 3 1
amonioliasa, a dif erentes concentraciones de 3 D
fenilalanina*. 5 B
0o
S* Vo (umol / min , mg proteina) g’ 2 1 o
0, C. C
(m\f) 30°C 40°c ‘g o o o© °
=~ a
01 0.333 0.394 E 7 u°°°
025 0.515 0.745 3 E_?
0.5 . 707 K
5 Q0. 1.038 g r
0.75 0.873 1.264 0 — ,
1 0.971 1.526 0 2 4 6 8 10 12
1.5 1.104 1.675 [S] (mM)
2 1.163 1.781 .
4 1.434 2,162 FIGURA 17. Gréafica de la cinética de la enzima
6 1.45 2.461 fenilalanina amonio-liasa correspondiente a los
10 1.536 2627 datos de la Tabla 13. (O ) 30 °Cy (7340 °C

En la Figura 17 se presenta el efecto de la concentracién de sustrato en la velocidad de
reaccion inicial de la enzima fenilalanina amonio-liasa. Como puede observarse los datos
experimentales describen una cinética de tipo Michaelis-Menten.
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Los datos experimentales de la Tabla 13 se presentan en la Fig 18, se procesaron con el fin
de obtener los pardmetros cinéticos a través de la linearizacién de los datos, de acuerdo a la
ecuacién de Lineaweaver-Burk: 1/V = Km/Vmax ( 1/[S]) + 1/ Vmax.

A
£ )
~
5 o
5
>
~
/
I

-4 -2 (o} 2 4 6 8 10 12
178 (mm)!

FIGURA 18. Grafica de linearizacién de la ecuacién de Michaelis-Menten
segun ¢l modelo de Lincaweaver Burk. (O)30°Cy (1) 40°C

Los valores para Vmax ¥ Km son respectivamente: 1.320 ymol/min mg protefna y 0.3142
mM a 30 °C y 2.266 ymol/min mg proteina y 0.485 mM a 40 °C; dichos valores se encuen-
tran en el mismo orden de magnitud que los reportados para la enzima de algunas otras
fuentes (Tabla 2). En la Tabla 14, se¢ presenta un resumen de los resultados obtenidos sobre
la caracterizacién fisicoquimica y cinética de la enzima fenilalanina amonio-liasa parcial-
mente purificada, asi como los reportados para la enzima de células completas.

TABLA 14
Constantes cinéticas de la enzima fenilalanina amonio-liasa de S. pararosetes .
R pH 6ptimo Temperatura Km (mM) Energia de
Enzima dereaccién  Gptima de reacciéon 30 °C 40°C activacién (AE)
PAL de S. pararoseus
parcialmente purificada 8.5-9.0 63 °C 03142 04850 7809 cal/mol
PAL de Células completas
de S. pararoscus. * 8.8 50 -55°C 0484 6870 cal/mol
*{14)
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8. Inmovilizacion de 1a enzima fenilalanina amonio-liasa

Con la finalidad de incrementar la estabilidad y vida operacional de la enzima fenilalanina
amonio-liasa de S. pararoseus y poder usarla como catalizador en procesos continuos, se
decidié inmovilizarla por enlace covalente a dos soporte enzimdlticos: silica pororosa activa-
da con glutaraldehido (Spherosil), y EUPERGIT C una resina oxirano-acrilica, ambos reporta-

dos para la inmovilizacién de enzimas [39,44}.

8.1. Inmovilizacién en silica porosa ( Spherosil).

El 4rea especifica de la silica, es un pardmetro importante a considerar para la inmoviliza-
cién con este tipo de soporte enzimatico; para muchas enzimas, el drea especifica éptima se
encuentra en un rango de 30-100 m®/g. A mayor drea especifica de superficie, se tienen
tamaiios de poro mds pequefios y por lo tanto existe un tamafio limite a partir del cual se
presentan problemas difusionales importantes tanto en el proceso mismo de inmovilizacién
como en el proceso de conversién del sustrato. [39]

La fenilalanina amonio-liasa fué inmovilizada en silica de diferentes porosidades. La inmo-
vilizacién de la enzima se llevé a cabo de acuerdo al procedimiento descrito en materiales y
métodos en presencia de glicerina al 20 % como agente estabilizante. Para cada caso, 100
mg de silica se pusieron en contacto con 8 ml de una preparacién de enzima parcialmente
purificada conteniendo 0.125 U/ml.

Los pardmetros evaluados en éste método de inmovilizacién fueron: la actividad de la enzi-
ma inmovilizada al soporte reportada como actividad especifica (U/gramo de catalizador
base seca), la carga de proteina, la eficiencia especifica de inmovilizacién y la eficiencia

global de inmovilizacién.

La eficiencia especifica de inmovilizacién representa la actividad que expresa la enzima uni-
da al soporte y representa el % de la actividad que desaparese del medio de reaccién después
de un periodo de inmovilizacién. Dicho pardmetro se calculé con la siguiente ecuacién:

AEs
Eficiencia especifca (%) = ————— x 100 6
i pecifca (%) s EC

Donde:
AES = actividad enzimética medida experimentalmente en ¢l soporte
después de la inmavilizacién (U totales).
ATS = actividad enzim4tica teéricamente inmovilizada, hasada cn la
desaparicién de enzima del sobrenadante (U totales).
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Laeficiencia global de inmovilizacién representa el % de la actividad inicial (que se enfren-
ta a] soporte) que se expresa en forma inmovilizada y se ealcula con la siguiente ecuacién:

Eficiencia global (%) =

Donde:

A soporte

x 100 EC.7

Ainicial

Asoporte = actividad enzimética medida experimentalmente en el soportie
después de la inmovilizacién (U totales).
Ainicial = actividad enzimética que se enfremta al soporte (U totales).

En la Figura 19 se presentan los resultados obtenidos de la inmovilizacién utilizando silicas
de diferente drea especifica (6, 122 y 445 m2/g). Donde se puede constatar que para la in-
movilizacién de la enzima fenilalanina amonio-liasa se requiere de una silica de baja drea

especifica.

actividad (U/g catalizador)
proteina inmovilizada (mg)

6 122 445

4rea especifica (m2/g soporte)

Eficiencia global (%)

FIGURA 19. Efecto del drca especifica,
sobre 1a expresi6n y actividad de Ia enzima
fenilalanina amonio-liasa inmovilizada. (O)
actividad del catalizador; (@) proteina inmo-
vilizada y (0 )} % de expresién de la enzima
inmovilizada.

Al analizar la Fig 19 y Tabla 15 donde se presenta un resumen de los resultados obtenidos
en esle esperimento, se desprenden las siguientes conclusiones: a) el soporte mds adecuado
es el de menor drea especifica, pues permiter obtener 2.3 U/g catalizador; b) Al incrementar
el drea a 122 m?/g se inmoviliza menos protefna pero mds enzima, 1o que puede deberse a
diferencias en el tamaiio de estas ( la enzima puede inmovilizarse en el interior de la particu-
la pero las protefnas contaminantes no). Sin embargo la eficiencia especifca es muy baja,
pues la enzima inmovilizada al interior no es activa probablemente por algun bloqueo del si-

tio activo.
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TABLA 15
Efecto del érea especifica en la inmovilizacién de la fenilalanina
amonio-liasa en silica porosa

Areca Proteina Actividad tedrica Actividad Eficiencia Eficiencia
Espectfica  [nmovilizada® inmovilizada ® Especifica especifica global
(m:“/g) (mg) (%) (Utotales) (% ) (Urg catalizador) (%) (%)
6 058 446 0.2 23.0 23 958 230
122 040 307 0.46 36.0 13 282 130
45 N.D 0 0 0 0 0

En todos los casos se utilizaron 100 mg de sflica: sc enfrentaron con 1 Unidad tota) equivalente
21.3 mg de proteina.

a) Diferencia de concentracion de proteina en ¢l sobrenadante;

b) Calculada a partir de 1a actividad que desaparese del sobrenadante despues de la inmovilizacién.
La reaccion s¢ llevé a cabo en un volumen de 8 ml

En un segundo experimento se estudié el efecto que tiene la carga de enzima sobre la activi-
dad de la enzima inmovilizada y la eficiencia especifica de inmovilizacién, inmovilizando a
la enzima en silica porosa de 6 m 2/p de 4rea especifica. Como se puede observar en la Tabla
16 la concentracién de protefna y la carga de enzima son dos variables importantes que
afectan la actividad especifica del catalizador y la eficiencia global de inmovilizacién. Es
importante resaliar que éste método de inmovilizacién bajo las mejores condiciones ensaya-
das no afecta significativamente la estabilidad de la enzima y que la actividad no inmoviliza-
da puede ser reutilizada en una segunda reaccién de inmovilizacidn, como lo muestra la alta

eficiencia especifica (95.8 %).

TABLA 16
Efecto de la concentracion de proteina en la inmovilizacién de la fenilalanina
amonio-liasa en silica porosa (6 m%'g)

Proteina  Actividad Actividad . Proteina Actividad tedrica Actividad Eficiencia Eficiencia
(mg) inicial Especifica  |nmovilizada®  inmovilizada® Especifica especifica globa)
( Utotales) (U/mg proteina) (mg) (%) (Utotales) (% ) (U/g catalizador) (%) (%)
03 031 1.05 0.24 80.0 0.16 51.6 0.06 37.5 19.0
0.3 0.52 1.05 0.23 460 0.19 36.5 114 60.0 220
1.3 1 077 0358 H6 0.24 24.0 23 95.8 3.0

En todos los casos sc utilizaron 100 mg de silica

a) Diferencia de concentracidn de proteina en el sabrenadante

b) Calculada a partir de la actividad que desap del sobrenad: despues de la inmovilizacidn.
La reaccion se llevo a cabo en un volumen de 8 mi.
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8.2, Inmovilizacién en una resina oxirano-acrilica ( EUPERGIT C)

Uno de Jos pardmetros de mayor importancia en ¢l acoplamiento de proteinas con la resina
oxirano acrilica (EUPERGIT C) es la concentracidn de fosfatos en el medio de reaccién. La
literatura reporta que para la inmovilizacién de la enzima penicilino acilasa en V.A-Epoxi BIO-
SINTH, soporte enzimdlico que presenta el mismo grupo espaciador que EUPERGIT C, la
concentracién y el pH del amortiguador de fosfalos que se emplea durante el acoplamiento
de la enzima influyen sobre la actividad especifica del catalizador obtenido [45]. A mds
bajas concentraciones de fosfatos (0.5 M), la actividad del catalizador de penicilino acilasa
depende fuertemente del pH, mientras que a concentraciones alias (1.5 M) se vuelve inde-
pendiente. En la técnica de inmovilizacién con EUPERGIT C se recomienda llevar a cabo la
reaccién de inmovilizacion en amortiguador de fosfatos 1M, pH 8 v a temperatura ambiente.
Con la finalidad de encontrar las mejores condiciones para el acoplamiento de la fenillalani-
na amonio-liasa a la resina epoxiacrilica, se estudié el efecto de la concentracién de fosfatos
en la actividad y expresién de la enzima inmovilizada. La enzima fenilalanina amonio-liasa
fué inmovilizada a diferentes concentraciones de fosfatos v en presencia de glicerina al 20%
como agente estabilizante. En cada caso se utilizaron 100 mg de EUPERGITC de 24-48 m%/g
de 4rea especifica. Los resultados obtenidos se presentan en la Fig 20, donde se puede
observar que los mejore§ resultados de
actividad especifica y eficiencia global se

6 - 60
obtienen cuando se trabaja con una .
concentracién de fosfatos 0.5 M durantela g 5 50 %
. e . . N &
inmovilizacion de la enzima. S 4 40 =
8 K]
Un resumen mds detallado de estos resul- g’ 34 130 :
] _ =2 g
tados se presenta en la Tabla 17 Erf esta o | 120 §
se puede constatar que a concentraciones 2 Lx%
de fosfatos menor o mayora 0.5M se ob- & 110 110
tienen catalizadores con una menor acti- 0 0
vidad especifica, lo cual demuestra la 6 02 04 06 08 1 12

importancia que tiene la concentracién Concentracién de fosfatos (M)

del amortiguador de fosfatos (6 fuerza FIGURA 2(. Efecto de la concentracién de fosfatos en

i6nica) en la eficiencia global de inmovi- la actividad especifica de la enzima fenilalanina amo-
nio-liasa inmovilizada en EUPEGIT C. (O) actividad del

lizacién y actividad de la enzima fenilala- . izador; (3 ) eficiencia global.

nina amonio-liasa inmovilizada.
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TABLA 17
Inmovilizacién de la fenilalanina amonio-liasa por enlace covalente
cn una resina oxirano-acrilica

Coneen pyoreina Actividad  Proteina Actividad tedrica  Actividad Eficiencia  Eficiencia

":;is?:lg: (mg) inicial  ppmovilizade®  inmovilizada®  Especifica especifica  global
(M) (U (mg) (®) (Utotales) (%) (U'gsopor) (%) (%)
.1 1.3 1 087 67.0 037 37.0 0.96 26.0 9.6
0.5 1.3 1 1.0 770 0.76 76.0 548 721 548
Q.5 1.8 1.7 135 750 1.20 70.6 588 49.0 : 346

1 1.8 1.7 0.80 4.0 0.91 53.5 4.04 M4 23.7

En todos los casos se utilizaron 100 mg de EUPERGIT C.

a) Diferencia de concentracion de protefna en el sobrenadante

b) Calculada a partir de Ja actividad que desap del sobrenadante despues de la inmovilizacién.
La reaccién se llevé a cabo en un volumen de 8 ml.

En este método de inmovilizacién, la actividad especifica del catalizador es independiente
de la carga de enzima utilizada en la reaccién de acoplamiento. Lo anterior se estudié
cuando se enfrentaron 1U v 1.7 U con 100 mg de soporte respectivamente, utilizando la
misma concentracién de fosfato en el medio de reaccién (Tabla 17).

Sin duda alguna para el caso particular de la inmovilizacion de fenilalanina amonio-liasa en
EUPERGIT C, la concentracién del amortiguador de fosfatos utilizada para la inmoviliza-

cién es un pardmeltro importante a considerar en este método.
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8.3. Estabilidad de la enzima inmovilizada

8.3.1. Estabilidad operacional

Los catalizadores de la enzima fenilalanina amonio-liasa, obtenidos por inmovilizacién en
Spherosil y EUPERGIT C, fueron sometidos a un estudio de estabilidad operacional. Se reali-
zaron 15 reacciones en lotes de 25 minutos a 30 °C con ambos catalizadores. Después de
cada lote de reaccidn, el catalizador fué lavado con suficiente Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 antes
de iniciar un nuevo lote de reaccién. Los resultados obtenidos de este estudio se presentan

] wﬁ\w

s — T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Numero de Ciclos

en la Figura 21.

% Conversion de fenilalanina a
acidotrans-cinamico

(=]
o

FIGURA 21. Estabilidad operacional de los biocatalizadores de PAL. Se
desarrollaron 15 lotes de reaccién (de 25 minutos) con 1.25 % (p/v) de

fenilalanina en Tris-HC1 0.1 M pH 8.5, a30 oC, ( O)enzima inmovili-
zada en EUPERGIT C, 0,03 g peso himedo y 1.895 U/g de actividad es-
pecifica; (13 ) enzima inmovilizada en Spherosil, 0.0596 g peso himedo
¥ 0.450 Ulg catalizador.

En esta figura se puede observar que la fenilalanina amonio-liasa inmovizada en EUPERGIT
C, a partir del segundo lote de reaccién se desactiva gradualmente y alcanza la vida mediaa
los 15 lotes (5.40 horas de reaccién). Por el contrario la enzima inmovilizada en silica
porosa, mantiene el mismo grado de conversién durante los primeros 9 lotes, v posterior-
mente comicza a desactivarse. El modelo de desactivacién de la emzima inmovilizada en
Spherosil no es claro, ya que después de mantener el mismo grado de conversién durante
3.75 h. sufre una desactivacién dréstica en los siguientes 25 minutos de reaccién. Es pro-
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bable que dicha caida de actividad sc deba a la presencia de un contaminante (no identifica-
do, de tipo microbiano) en la mezcla de reaccién o durante el Javado del soporte. Sin embar-
20, si analizamos la estabilidad operacional de la enzima inmovilizada durante los primeros
ciclos de reaccién, podemos suponer que ¢l enlace a la sflica porosa (Spherosil) le confiere
una mayor estabilidad a la fenilalanina amonio-liasa que al EUPERGIT C.

8.3.2. Estabilidad en almacenamiento.

Se estudié el efecto del almacenamiento en la estabilidad de la enzima inmovilizada coinci-
diendo con los resultados obtenidos previamente. En la Fig. 22 se describe gréficamente el
cambio de actividad de la enzima inmovilizada durante su almacenamiento a 4 °C y en
presencia de glicerina.

100 n! 3 —0
£ 80 -
B
B 60 |
8 %o
B 40 »
h=]
=
8 20 -
0 —

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo de almacenamiento (dias)

FIGURA 22. Estabilidad de la cnzima fenilalanina amonio-liasa de S. pararoseus

durante €] almacenamiento a4 °C. (@ ) células completas; ( i ) enzima purificada;
(0 ) enzima purificada en presencia de glicerina al 20%:; (@) enzima inmovilizada
en silica, en presencia de glicerina al 20%, y ( ©) enzima inmovilizada en EUPER-
GIT C, en presencia de glicerina al 20 %,

Estos resultados confirman la hip6tesis sobre la mayor estabilidad que se obtiene con el de-
rivado de fenilalanina amonio-liasa en el soporte de silica (Spherosil). La vida media de los
catalizadores en almacenamiento, calculada apartir de la Fig. 22, es aproximadamente de
50 horas para la enzima inmovilizada en EUPERGIT C, v de 470 horas para la enzima inmovi-
lizada en Spherosil. Sin embargo, a pesar de haber logrado expresar la actividad de la en-
zima en ambos soportes enzimdticos, no se logré estabilizarla totalmente mediante el proce-
so de inmovilizacién.
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9. Catalizadores enzimaticos con actividad de fenilalanina amonio-liasa

De los estudios de inmovilizacidn realizados, fué posible obtener dos catalizadores con acti-
vidad de fenilalanina amonio-liasa, mediante la unién covalente a dos soportes comerciales
(Spherosil y EUPERGITC). A continuacion se presenta un andlisis de los catalizadores obte-
nidos bajo las condiciones de inmovilizacién probadas.

9.1. Estudio comparativo de los catalizadores

La comparacién de los catalizadores estd basada en términos de: protefna inmovilizada (mg
de enzima parcialmente purificada/gramo de soporie), eficiencia global de inmovilizacién,
la actividad especifica, estabilidad al almacenamiento y operacional del catalizador y final-
mente el costo del soporte. En la Tabla 18 se presenta un resumen de algunas de las pro-
piedades de los catalizadores.

TABLA 18
Propiedades de los catalizadores enziméticos de fenilalanina amonio-liasa
SOPORTE Protefna  Eficiencia Eficiencia Actividad Ly () tyn )
ENZIMATICO inmovilizada espec{ﬁca Global Especiﬁca opemcional] en almace- Costo
[ . H
(mg/gsoporte) (%) (%) (U/gcatalizador) namiento 2
SPHEROSIL 583 958 23 23 54 470 Regular
EUPERGIT C 10-13.5 721 M8 548 6.25 50 Alto

1) Valores experimentales; 2) Extrapolados de ia figura 22

En términos generales el EUPERGIT C resulté ser mds eficiente que el Spherosil: la capacidad
de retencién de proteina por gramo de soporte, la eficiencia global de inmovilizacién v la
actividad especifica del catalizador. En particular se alcanza una actividad especifica de
5.48 U/g de catalizador, 50 % mds alta que en el caso de Spherosil. De las variables anie-
riormente analizadas se tiene en todos los casos alrededor de un 50% mds de eficiencia com-
parado con los resultados obtenidos con el Spherosil. Sin embargo, el objetivo principal que
se busca con el proceso de inmovilizacién es la estabilizacién de la enzima. En este sentido
el Spherosil result ser ¢l més apropiado, ya que de los resultados de estabilidad al almace-
namiento de los catalizadores, resulta claro que éste dltimo le confiere una mayor estabilidad
a la enzima. Con respecto a la estabilidad durante el proceso de conversién, la enzima
inmovilizada en Spherosil fué tambien mds estable en los primeros ciclos de reaccién du-
rante el estudio de estabilidad operacional realizado. Sin embargo, como ya se comentd
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anteriormente, esta se desactiva por alguna razén, pero aparentemente ajena al proceso de
inmovilizacién. Otra ventaja del método de inmovilizacién en silica es que la eficiencia es-
pecifica, es decir el grado de expresién de la enzima inmovilizada, es mayor al obtenido con
el EUPERGIT C. Finalmente comparando los costos de ambos soportes la silica porosa (SPHE-
ROSIL ) es de mayor disponibilidad que la resina oxirano-acrilica EUPERGIT C.

9.2. Aplicaciones potenciales de la enzima inmovilizada

9.2.1. Produccién de productos con bajo contenido de fenilalanina

Una de las reacciones de interés principal de la fenilalanina amonio-liasa es la desaminacién
de fenilalanina para la produccién de alimentos bajo en el contenido de fenilalanina. Para
este caso en particular, se pretende incorporar la enzima en forma inmovilizada a un proce-
so donde el sustrato es una proteina hidrolizada obtenida por el tratamiento enzimdtico de
casefna. Kawasaki, et al. [14] simularon el tratamiento de hidrolizados de caseina, en térmi-
nos de conversidn de fenilalanina y tirosina con la fenilalanina amonio-liasa de Sporidiobo-
lus pararoseus. Los resultados de la simulacién indican que para una reduccién del 90%
de fenilalanina del hidrolizado en un tiempo de reaccién razonable (3-4 horas), se requieren
de 0.5 U/m! de actividad enzimética debido a la presencia de tirosina.

En la Tabla 19, se presenta un resumen de la carga enzimdtica de los diferentes cataliza-
dores de fenilalanina amonio-liasa necesaria para alcanzar ¢! mismo grado de conversién de
fenilalanina presente en un hidrolizado de caseina. Como se puede observar, el utilizar
como catalizador la fenilalanina amonio-liasa de la cepa S. pararoseus en el proceso antes
descrito, implica cargas elevadas en el reactor tanto de células inmovilizadas como de
enzima inmovilizada (en EUPERGIT C v Spherosil).

TABLA 19.

Cantidad de soporte requerido para la desaminacién de fenilalanina
presente en hidrolizados de caseina con la cnzima inmovilizada.

Actividad Especifica Carga de Soporie
CATALIZADORES (U’ gsoporte) (g catalizador /)

Células inmovilizadas por

atrapamiento en agar* 495 101
Enzima inmovilizada en . ”
SPHEROSIL 23 274
Enzima inmovilizada en .

EUPERGIT C 548 912

* Catalizador que teoricamente podria obtenerse, por el atrapamiento de células
permeabilizadas en agar; suponiendo que no se tienen problemas difusionales.
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Lo anterior se debe en gran parte a que Ja velocidad de conversidn de esta enzima cs baja.
Por otra parte es necesario considerar que a pesar de que se cuenta con una enzima mds
estable, ésta es sin embargo desactivada durante la operacién, lo que ocasionarfa un in-
cremento ¢n e} tiempo de reaccidn.

9.2.2. Sintesis de fenilalanina a partir de acido frans- cindmico y amonio

La sintesis del aminodcido armdtico L-fenilalanina via fenilalanina amonio-liasa es otra de
las aliernativas de uso para la aplicacién de los catalizadores de la enzima inmovilizada.
Omdor(f er al. [41] reportan que para esle proceso utilizando células libres de R. graminis
GX6000 (cepa mutanie), se requicre de aproximadamente 800 U/l de actividad para alcanzar
un titulo de 50 g/l de L-fenilalanina (86% de conversidn) en un tiempo aproximado de 88 h.
La actividad residual de las células después de 90 hr de reaccion, fué de 35 a 40 %, de la
actividad inicial. Como se puede observar, los requerimientos dej catalizador para este
proceso comparados con el proceso de desaminacidn del aminodcido son mayores, en 1€r-
minos de actividad y estabilidad para llevar a cabo la reaccién de sintesis.

9.2.3. Cuantificacion de fenilalanina y tiresina

Otra de las aplicaciones de la enzima inmovilizada serfa en la cuantificacién de {enilalanina
v tirosina, aprovechando que la enzima posce actividad sobre ambos aminodcidos. El mé-
todo propuesto por Ron-Sen, et al . (9] espectrofolométrico para la cuantificacién simultdnea
de fenilalanina ' tirosina en plasma via fenilalanina amonio-liasa, requiere solamente de 25
Hl de plasma previamente heparinizado y 0.02 unidades de actividad, el procedimiento se
Neva acabo en un periodo de 20 minutos. Lo anterior nos hace pensar en la posibilidad de
utilizar nuestros catalizadores en este método de cuantificacidn, ya que los requerimientos
de la reaccién en cuanto a 1a actividad v tiempo necesarios para llevar a cabo dicha reaccién
se ajustan a las propiedades que presentan nuestros catalizadores. Para esta aplicacion,
existe la posibilidad de disefiar un biosensor con la enzima inmovilizada e integrarlo a un
sistema de deteccién.
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CONCLUSIONES

Se establecieron la condiciones preliminares de cultivo y el tiempo de fermentacién para la produc-
cién de fenilalanina amonio-liasa de S. pararoseus. A nivel laboratorio las mejores condiciones en
fermentador de 2 / fueron: 600 rpm, 0.30 VVM de aireacién, pH inicial de 5.5 sin control durante la
fermentacién y 30 OC de temperatura. A escala piloto la produccién se llevé a cabo en fermenta-
dores de 147 bajo las siguientes condiciones de cultivo: 400 rpm, 0.5 VVM a la misma temperatura
y sin control de pH durante Ja fermentacién. El tiempo de fermentacién fué de 16 h y 13 h respecti-
vamente, suspendiendo la aireacién después de alcanzar ¢l nivel médximo de actividad y cosechando
las células imediatamente después, para evitar en lo posible la desactivacién de la enzima. De csta
manera fué posible alcanzar los mismos niveles de actividad obtenidos a nivel de matraz (alredede-
dor de 30 U/g célula).

Se desarrollé un proceso para la purificacién parcial de la enzima fenilalanina amonio-liasa que in-
volucra tres opcraciones: extraccién de la enzima por molienda de células en molino de perlas, recu-
peracién de la enzima a partir del extracto celular por precipitacién 4cida y purificacién por cromato-
graffa de intercambio iénico. La ruptura celular se realizé en molino de perlas Tipo DYNO-MILL
utilizando una concentracién celular de 120 g/] y tiempo de residencia de 20 minutos. Bajo estas
condiciones se recuper6 el 90% de la actividad intracelular, sin afectar la estabilidad de la enzima.

Se propone a la precipitacién dcida como una alternativa a los procesos existentes para la recupera-
cién de la enzima a partir del extracto celular. Dicho procedimiento presenté varias ventajas con res-
-pecto a la precipitacién con sales: es un método ripido, no afecta la estabilidad de la enzima (se recu-
pera el 100% de la aclividad al final del tratamiento) y se obtiene una solucién de enzima con un
menor nmimero de impurezas libre de pigmentos carotenoides. Esto 1ltimo es importante cuando la
fuente de enzima produce como parte de su metabismo compuestos caratenoides, la cual es comin
en agunas levaduras productoras de fenilalanina amonio-liasa.

La cromatograffa de intercambio iénico en DEAE-Shephacel como una etapa de alta resolucién en el
proceso de purificacién, se desarroll$ en presencia de glicerina al 209 como agente estabilizante de
la enzima. Mediante esta técnica la fenilalanina amonio-liasa {ué aislada de manera eficiente con
un alto grado de pureza (alrededor del 90% ) ¥ un rendimiento del 80% superior al de los procesos
reportados en la literatura (17 al 48 %).
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La fenilalanina amonio-liasa fué estabilizada durante y después de la cromatograffa de intercambio
i6nico mediante el uso de glicerina al 20%, este alcohol polihidrico mostré un efecto positivo sobre
la estabilidad de la enzima. Cuando la enzima parcialmente purificada se almacena a 4 °C en una
solcién amortiguadora de Tris-HCI presenta una vida media de 3 dias, mientras que en presencia de
glicerina al 20 % y almacenada bajo las mismas condiciones retiene el 1005 de su actividad durante
un mes. Mediante el proceso de purificacién desarrollado fué posible obtener una solucién enzimati-
ca de fenilalanina amonio-liasa con la caracteristicas apropiadas (estabilidad y pureza) para ser inmo-
vilizada por enlace covalente.

La enzima fenilalanina amonio-liasa de §. pararoseus parcialmente purificada fué caracterizada
desde el punto de vista cinético y fisicoqufmico. El pH y temperatura éptimos de reaccién fueron:
pH835a 9.0y 65 OC respectivamente. Los estudio cinéticos de la enzima demostraron que la reac-
cién obedece el modelo de Michaelis-Menten. Las constantes cinéticas Km y Vmax calculadas a
partir de los datos de velocidad inicial de acuerdo a la ecuacién de Lineaweaver-Burk son: 1.32
pmol/min mg de protefna y 0.3142 mM a 30 ©C, y 2.266 gmol/min mg de protefna y 0.485 mM a
40°C, respectivamente,

La enzima parcialmente purificada se inmovilizé por enlace covalente a dos soportes enziméticos:
EUPERGIT C y Spherosil, obteniendose en ambos casos catalizadores con actividad de fenilalanina
amonio-liasa. Cuando se almacena a4 °C y en presencia de glicerina (20%) la enzima inmoviliza-
da en EUPERGIT C presenta una vida media de 2 dfas y en Spherosil de 20 dias. Esta vida media
media es baja comparada con la enzima libre parcialmente purificada y almacenada bajo las mismas
condiciones. Comparando los dos soportes enziméticos el Spherosil le confiere una mayor cstabili-
dad a la enzima tanto en almacenamiento como en operacién. De acuerdo a las propiedades gene-
rales de los catalizadores obtenidos, en términos de actividad especifica y estabilidad operacional; la

aplicacién més viable serfa en la cuantificacién de fenilalanina y tirosina.

Como conclusién general se puede afirmar que se cumplieron los objetivos iniciales del proyecto,
aportando un nuevo proceso rdpido y efectivo para la purificacién de la enzima fenilalanina amonio-
liasa. La estabilidad de la enzima sigue siendo un cuello de botella. Se abren perspectivas alentado-
ras en el uso del biocatalizador de la fenilalanina amonio-liasa inmovilizada por enlace covalente, en
cl drea del diagnéstico de fenilalanina y tirosina.
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