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Resumen 

RESUMEN 

En este trabajo se desarrolló un proceso para Ja purificación parcial de la enzima fenilalanina 

amonio-liasa de Sporidiobo/us pararoseus, la caracterización cinética y fisicoqufmica de la 

enzima soluble, así como la inmovilización de Ja misma. 

La primera etapa del trabajo consistió en llevar a cabo la producción de Ja enzima por fer

mentación sumergida estableciendo el tiempo de fermentación y las condiciones prelimi

nares de cultivo a nivel laboratorio y planta piloto. Las mejores condiciones de producción 

fueron: 600 rpm, 0.30 VVM de aireación y pH inicial de 5.5 sin control durante Ja fe1menta

ción. Bajo estas condiciones se alcanzó a las 16 horas de fe1mentación una actividad especí

fica de 27.8 U/g de célula con una productividad de 7.23 Ull h. 

En Ja segunda etapa se desairnlló un proceso de pmificación que involucra tres operaciones: 

extracción de la enzima por ruptura en molino de perlas; recuperación de la enzima apartir 

del extracto celular por precipitación ácida; y purificación de la enzima por cromatografía de 

intercambio iónico. En la primera operación se estableció el tiempo de residencia y Ja 

concentración óptima para Ja liberación de la enzima, lográndose obtener al final de esta 

operación el 90% de la actividad intracelular. Para la recuperación de la enzima se evalua

ron experimentalmente dos metodologías: la precipitación con sulfato de amonio y la preci

pitación ácida, siendo ésta última la que presentó los mejores rendimientos y la que permi

tió obtener una solución de enzima con el menor grado de impurezas incluyendo pigmentos 

carotenoides. Finalmente, se utilizó Ja cromatografía de intercambio iónico, como técnica 

de alta resolución en el proceso de purificación de la enzima fenilalanina amonio-liasa. Este 

proceso de pmificación, pennitió obtener 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 pmificada fué caracteiizada desde el punto de vista fisicoquímico y 

cinético. En el piimer caso se detenninó la temperatura y el pH óptimos de reacción de Ja 

enzima, y se encontró que la mayor actividad se presenta cuando se trabaja a una temperatu

ra de 65 ºC 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 Jos datos de velocidad inicial de acuerdo a la 

ecuación de Lineaweaver-Burk son: 1.32 Jlmol/min mg de proteína y 0.3142 mM a 30 °c, y 

2.266 µmol/min mg de proteína y 0.485 mM a 40 °c, respectivamente. 



Res11men 

La tercera y última parte del trabajo experimental consistió en modificar químicamente a la 

fenilalanina amonio-Iiasa parcialmente purificada con la finalidad de incrementar la estabili

dad de la enzima. Lo anterior se llevó acabo mediante la unión covalente a dos soportes en

zimáticos: Spherosil y EUPERGIT c. En ambos soportes fué posible llevar a cabo la expre

sión de la enzima fcnilalanina amonio-Iiasa. En el caso de la enzima inmovilizada en Sphe

rosil, se obtu\'o un catalizador con una acti\·idad específica de 2.3 U/g de soporte, con una 

vida media en operación de 5.4 horas y una estabilidad en almacenamiento de alrededor de 

470 horas. Con el EUPERGJT C se obturn un catalizador de actividad específica de 5.8 

U/g soporte, una Yida media operacional de 6.25 horas y en almacenamiento de 50 horas. 

Comparando los dos soportes enzimáticos el Spherosil le confiere una mayor estabilidad a la 

enzima fenilalanina amonio-liasa. 
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1 ntrodru:ción 

JNTRODUCCION 

La utilización de enzimas en la industria alimentaria presenta muchas ventajas: son específi

cas, funcionan en condiciones moderadas de temperatura y pH, la velocidad de reacción 

puede ser controlada y son facilmente inactivadas despues de 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 contínua, mediante el 

uso de diferentes sistemas de inmovilización, haciendo que muchas reacciones se hayan 

vuelto atractivas para la industria. 

La fenilalanina amonio-liasa o PAL (EC 4.3.1.5) es una enzima que desamina a la fenilalani

na para producir ácido trans- cinámico y amonio. También puede llevar a cabo la reacción 

inversa, siendo ambas de interés industrial. La PAL es otro ejemplo de enzimas que catali

zan reacciones diferentes a la hidrólisis que encuentra aplicación industrial: la producción de 

L-fenilalanina apartir de ácido tra/IS- cinámico y amonio ha sido la principal aplicación 

desde el punto de vista económico. 

El interés en obtener L-fenilalanina se ha incrementado debido a sus diversas aplicaciones: 

como precursor en la síntesis de aspartamo, un sustituto no calórico de azúcar cuya naturale

za protéica le permite tener ciertas ventajas sobre los edulcorantes calóricos como la sacaro

sa; como constituyente de mezcla de aminoácidos para la alimentación parenteral de pa

cientes; y como alimento de dieta para el tratamiento de la fenilacetonuria. 

La síntesis de L-fenilalanina utilizando la enzima fenilalanina amonio-liasa es una ruta para 

su producción industrial que hasta 1985 era utilizada por la compañía Genex de los E.U.A 

[I]. El proceso está basado en el uso de células de Rhodo10rula rubra inmovilizadas para 

producir al aminoácido, a traves de un proceso que parte del ácido Trans- cinámico y amonio 

en presencia de la enzima fenilalanina amonio-liasa, logrando obtener hasta 60 g// del ami

noácido. 

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 [2.3.4.5] como extracorporal [6,7] y en el tratamiento de neoplasmas [8]. En el área 

de diagnóstico, aunque no existen desarrollos específicos, puede ser utilizada para la cuanti

ficación de fenilalanina y tirosina en un método rápido y sensible [9]. 

3 



/ nlroduccüín 

A pesar de este potencial, existen algunas limitaciones para su aplicación asociadas en su 

mayoría a problemas relacionados con la disponibilidad, velocidad de conversión y estabili

dad de la PAL. Existe un gran número 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 estabilización [IO,J 1.12¡. 

El interés de trabajo con Ja enzima fenilalanina amonio-Jiasa, está dirigido escencialmente 

hacia el desarrollo de un catalizador para incorporarlo a un proceso de producción de ali

mentos de dieta para fenilcetonúricos [13]. Las principales etapas de este proceso son: hidró

lisis enzimática extensa de Ja proteína base del alimento (caseína); separación de Ja fcnilala

nina del hidrolizado por adsorción física con carbón activado y la formulación del producto 

terminado. El uso de la fenilalanina amonio-Jiasa en dicho proceso se plantea como una al

ternativa para mejorar la etapa de eliminación de fenilalanina, haciéndola más específica a 

traves de un método enzimático. 

En trabajos previos se llevó a cabo un estudio sobre Ja fenilalanina amonio-liasa producida 

por las levaduras Sporidiobolus pararoseus y Rhodosporidium Toruloides, con el objeto de 

producir un catalizador de células completas con actividad de PAL [14]. Se encontró que 

S.pararoseus resultaba muy adecuado para el diseño del biocatalizador considerando los ni

veles de actividad, estabilidad y afinidad por el sustrato. Sin embargo, para la aplicación en 

hidrolizados, de acuerdo con cálculos preliminares que consideran Jos niveles de actividad 

disponibles, es necesario contar con un catalizador de mayor actividad específica, al menos 

dos o tres veces más alta que la cepa silvestre. Por esta razón se requiere de una cepa mu

tante con una mayor actividad intracelular. De otra fomia, se requiere de Ja purificación e 

inmovilización de la enzima. 

El presente trabajo tiene como objetivo principal contribuir en el área de la "Tecnología En

zimática", con el desarrollo de un catalizador de PAL de S. pararoseus de gran potencial en 

diversos procesos biotecnológicos. Para este fín se lleva a cabo 1 a purificación, caracteriza

ción e inmm·ilización de la enzima fenilalanina amonio-liasa 

4 



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 especí

fica. 

2.2. OBJETIVOS ESPECJFICOS 

•Producir la enzima fenilalnina amonio-liasa por fermentación sumergida de la 

levadura S. pararoseus. 

•Desarrollar un proceso para la purificación parcial de la enzima. 

•Caracterizar cinética y fisicoquímicamente la enzima parcialmente purificada 

• Modificar la enzima mediante su inmovilización por enlace covalente a dos 
soportes enzimáticos 

•Evaluar los catalizadores obtenidos en términos de: actividad específica 

y estabilidad de la enzima inmovilizada. 

•Evaluar las perspectivas de aplicación de los biocatalizadores. 

5 



Anlecedenles 

· 3. A!'<TECEDENTES 

3.1. Enzimas como biocatalizadores industriales 

Las enzimas son proteínas que se comportan como catalizadores; es decir, aceleran la velo· 

cidad con la que las reacciones se lle\'an a cabo sin alterar el equilibrio. Son responsables de 

las transformaciones metabólicas en los seres l'ivos. 

En la actualidad existen más de 2000 enzimas perfectamente caracterizadas y registradas, se 

conoce la secuencia de aminoácidos de decenas de ellas y se sabe que en una bacteria como 

E. coli existen más de 300 proteínas; la mayor parte son enzimas responsables de su funcio

namiento integral, todas ellas separables analíticamente y conocidas desde el punto de \'ista 

químico, fisicoquímico y cinético. Un dato impactante es que de las 2000 enzimas registra

das sólo 60 son producidas comercialmente [15]. 

Las enzimas purificadas o incluídas en células son utilizadas en la manufactura de productos 

tales como quesos, detergentes, antibióticos, diagnósticos clínicos, etc. Hoy en día, las 

l'entas anuales de enzimas para la aplicación en las industrias de alimentos, detergentes, 

química especializada y de diagnóstico son aproximadamente de 600 millones de dólares 

[16). El mercado de enzimas en México se estima en 17 millones de dólares anuales. Las 

importaciones totales de productos enzimáticos fueron de 3.816, 2.412 y 3.313 millones de 

dólares en 1985, 1986 y 1987, respectirnmente, de acuerdo con datos de la Secretaría de Co· 

mercio y Fomento Industrial [15). 

Los principales prol'eedores de enzima comerciales, incluyen compañías tales como Soll'ay 

Enzymes (Elkhart, IN), Gist-Brocades (Delft, Netherlands), Norn Nordisk (Bags\'aerd, 

Denmark), Finnsugar Starch Enzymes, !ne. (Espoo, Finland), Miles Kali-Chemie (Hanno

ver, Germany), Biocatalysts (Pontypridd, Mid-Glamorgan, U.K) y Nagase (Tokyo, Japón) 

(16). 

3.2. Limitaciones sobre el uso de enzimas en la industria 

Las enzimas son utilizadas ampliamente en el procesamiento de alimentos, debido a sus 

propiedades de alta especificidad y a su capacidad para catalizar reacciones bajo condiciones 

sual'es de temperatura y pH. En un proceso catalizado por enzimas, el costo de la enzima 

usualmente es un elemento cla\'c en el costo del proceso. En efecto, el costo de la enzima es 

el principal obstáculo que ha limitado la expansión de la Tecnología Enzimática Industrial. 

6 



Anlecedenlcs 

El costo de la enzima puede ser reducido: (a) incrementando Jos rendimiento de las cepas 

microbianas, mediante su mejoramiento genético o la optimización de las condiciones de 

fennentación, (b) desarrollando sistemas costo-efectivos para la recuperación y reuso de 

enzimas, incluyendo procesos con enzimas inmovilizadas y (e) llevando a cabo conver

siones enzimáticas a altas temperaturas utilizando enzimas tennoestables [17). 

3.3. Estrategias para la obtencion de enzimas estables 

La capacidad para obtener enzimas estables es de crucial inportancia para su aplicación 

como biocatalizadores. Las proteínas catalíticas, al igual que todas las proteínas, son solo 

parcialmente estables como resultado de un delicado balance de las interacciones de estabili

zación y desestabilización (18]. La comprensión de los mecanismos responsables de la esta

bilización y desestabilización de enzimas, especialmente a temperaturas elevadas, es de 

especial importancia desde el punto de vista científico y comercial )19]. A continuación se 

describen algunas estrategias que han pennitido incrementar las aplicaciones de enzimas en 

la industria, incrementando su estabilidad. 

3.3.1. Aislamiento de enzimas a partir de microoganismos termófilos 

El interés de las enzimas tennoestables, radica en que la mayoría de los procesos enzimáti

cos industriales son llevados acabo bajo condiciones no fisiológicas, tales como altas tempe

raturas, altas presiones, valores de pH extremos, etc. En este sentido, una de las estrategias 

para obtener catalizadores 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 termófilos. Sólo las bacterias pueden crecer a temperaturas su

periores a Jos 65 ° C y en general las enzimas aisladas de estos microorganismos son 

estables a la temperatura óptima de crecimiento, aún cuando hayan sido purificadas. Dentro 

de las enzimas que han sido aisladas de microorganismos termófilos, podemos mencionar a 

la Taq-DNA polimerasa de Thermus aquaticus, de uso en sistemas de PCR, la L-asparagi

nasa, 13-galactosidasa, a-glucosidasa y a-amilasa, por citar solo algunos ejemplos [15]. 

3.3.2. Obtención de enzimas estables por ingeniería genética 

Otra estratégia biotccnológica es el uso de la ingeniería genética para el mejoramiento de la 

producción y estabilidad de enzimas de uso industrial. La ingeniería genética permite la 
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sobreprodución de enzimas, incrementando su disponibilidad y disminuyendo su costo. Sin 

duda, es una de las herramientas más poderosas hoy en día. Entre otros logros, ha hecho 

posible la producción de enzimas heterólogas; es decir, mediante la manipulación de la 

información genética, es posible la expresión de una proteína en un sistema diferente al que 

normalmente la produce. Una de las primeras aplicaciones que llegan a la industria, es el 

caso de la quimosina de ternera, cuyo gen ha sido clonado en E. coli, Kluyveromices 

111arcia1111s var. lactis y Sac/zaromyces cerevisiae (lerndura de panificación). La quimosina 

es un claro ejemplo de como la ingeniería genética puede influir en el desarrollo de nuerns 

catalizadores, más económicos: por ejemplo, el costo del producto enzimático 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. Estabilización de enzimas por modificación química 

La modificación química selecti1·a de proteínas ha sido utilizada en algunos casos para estu

diar y/o incrementar Ja estabilidad térmica de ciertas enzimas. Estos estudios han demostra

do que la modificación química puede dar como resultado Ja estabilización, desestabiliza

ción, o bien no tener ningún efecto. La estabilización de las enzimas mediante esta estrate

gia, se puede llevar a cabo mediante Ja modificación de aminoácidos claves localizados en Ja 

supeñicie de la proteína. Uno de los mecanismos de estabilización radica en modificaciones 

tendientes a eliminar las repulsiones electrostáticas desfavorables que facilitan el desplcga

miento (desnaturalización) de Ja conformación catalíticamente acth·a. Alternativamente, 

otro mecanismo consiste en incrementar las interacciones hidrofóbicas en Ja estructura 

globular. El entrecruzamiento de proteínas con agentes bi(poly)-funcionales, también ha 

sido ampliamente utilizado para la estabilización de proteínas. [20]. 

3.3.4. Estabilización de enzimas por inmovilización covalente 

La inmo1·i1ización de enzimas por en[ace co1·alente también puede ser clasificada como una 

modificación química. Los desarrollos en la aplicación de enzimas industriales en muchos 

casos involucran el uso de reactores continuos, [o que requiere de Ja inmovilización de Ja 

enzima. Dos parámetros cla1·es a considerar en Ja factibilidad técnica de un proceso enzimá-

. tico, son la eficiencia y la estabilidad de Ja enzima utilizada. La inmovilización frecuente

mente da como resultado un incremento de la resistencia a varios factores desnaturalizantes: 

cambios de pH y temperaturas extremas, altas fuerzas iónicas, reactivos desnaturalizantes, 

proteasas, etc. [21]. 
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Existe un gran número de biocatalizadores industriales consistentes en enzimas inmo\'iliza

das en sopones sólidos. El principal biocatalizador a base de enzima inmo\'ilizada hoy en 

día es Ja glucosa isomerasa, el cual ocupa el primer Jugar en ventas mundiales con aproxi

madamente 40 millones de dólares en 1990. La glucosa isomerasa inmo\'ilizada, 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 inmo\'ilizadas para 

alimentos y química especializada. [16]. 

3.4. Fenilalanina amonio-liasa 

3.4.I. Fuentes de la enzima 

La enzima fenilalanina amonio-Jiasa (EC 4.3.1.5) pertenece al grupo de las liasas, que 

rompen enlaces de tipo C-C, C-0, C-N y otros enlaces por eliminación, dejando dobles 

enlaces; además, tienen la capacidad de adicionar grupos a estos dobles enlaces. Las amo

nio-liasas en particular, proveen un método de desaminación de aminoácidos, produciendo 

ácidos insaturados. Es un grupo de enzimas altamente específicas, que pueden adicionar 

amonio en \'eZ de agua a ácidos insaturados. [22]. 

La enzima fenilalanina amonio-liasa se encuentra ampliamente distribuida en Jos seres \'ivos 

ya que se encuentra en \'egetales, Jernduras pigmentadas (rojas) y en algunos hongos. Hasta 

Ja fecha no ha sido encontrada en forma natural en sistemas bacterianos tales como E. coli y 

S1reptococc11s, ni tampoco en células de mamíferos; sin embargo ha sido posible expresar 

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

En células \'egetales Ja enzima cataliza Ja primera reacción de la biosíntesis de faseolina a 

panir de fenilalanina, en respuesta a Ja infección por hongos patogénicos o bacterias. Es 

también una enzima regulatoria de la biosíntesis de isoíla\'onoides y otros fenilpropanoides 

incluy·endo Jigninas, flavonoides y conjugados del ácido hidroxicinámico, tales como ácidos 

clorogénicos y cienos alcaloides. 

Su principal función en microorganismos es Ja degradación de fenilalanina como una fun

ción catalítica. Las enzimas de origen microbiano en su mayoría catalizan la desaminación 

de L-fenilalanina y L-tirosina, para producir ácido trans- cinámico y ácido p- cumárico, res

pectirnmente (Figura 1). [24]. 
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FIGURA J. Reacción que cataliza la fenilalanina amonio-liasa 

Anlecedenles 

La fenilalanina amonio-liasa de origen microbiano no presenta actividad catalítica sobre 

otros aminoácidos comunes, excepto L-fenilalanina y L-tirosina, así como algunos aná

logos estructurales (D-fenilalanina, DL-3-hidroxifenilalanina) [25,26,27]. Por otro lado, la 

enzima de fuentes vegetales es específica sobre la fenilalanina [22,24]. Una característica 

importante de esta enzima es que tiene la capacidad de catalizar la misma reacción en ambos 

sentidos: la reacción de desaminación de fenilalanina y la de síntesis a panir de ácido 

tra11s- cinámico 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 y esta 

conformada por cuatro subunidades, de las cuales dos estan involucradas en la catálisis. En 

el caso las enzimas de Rhodororula gl111i11is, de papa y de maíz dos de las subunidades son 

aparentemente identicas, mientras que la enzima de trigo y Rhi:ocTonia solani está confor

mada por dos pares de subunidades (a y B) 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 durante la reacdón catalítica [25,27]. 

La temperatura óptima de reacción de la fenilalanina amonio-liasa en la mayoria de los casos 

se encuentra entre los 20 ºC y 30 °c, sin embargo las enzimas de Rhodotorula rubra, 

Rhi:ocrania sotaní y trigo presentan valores que resultan interesantes (37 ºC, 45 ºC y 50 

ºC) para su aplicación industrial. El manejo de altas temperaturas no solo incrementar la 

velocidad de reacción, sino que permite manejar una concentración mayor de sustrato en 

una reacción, además de que e,·ita los problemas de contaminación. 
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La constante cinética Km reportada para la enzima fenilalanina amonio-liasa es diferente en 

la mayoría de los casos, lo anterior puede atribuirse a la fuente de la enzima y a las condi

ciones tanto de temperatura como de pH 

TABL-. 1 

Propiedades principales de la 
íenilalanina amonio-liasa de diferentes fuentes 

pH Temperarura 
óptimo de óptima de 

Fuente reacción reacción 

<ºCJ 
Tubérculos de papa 8.7 30 

Zea mays (maíz) 30 

Tricum Aesth'um 
(trigo) 50-54 

Rhi:.octania 
solani 8.8 45 

Neurospora 8.5 
cra..fisa 

Streptomyces 
9.1 25 verticilatus 

Rlwdotorula 10 30 
glutinis 8.5 30 

Rhodosporidium 9 20 
toruloides 

Rhodosporídium 
9.5 20 re:censfs 

Rhodotorula 
rubra 9.5 37 

Sporobolomyces 
8.5 30 pararoseus 

Sporidiobolus 
8.8 40 araroseus 

a) No si~ue la cinética de Michaelis-Menten 
b) Catahza la reacción inversa 
c) Presenta inhibición por exceso de sustrato 
d) Valor aparente 

11 

Peso 
molecular 

(Da) 

330000 

306000 

330000 

226000 

275000 

275000 

Km 
(mM) 

n.38 - 0.26ª 

270 

0.18-5.ob 

5.oc 

0.16 

4.2 b.c 

0.25 

0.06-0.39ª 

2.1 
0.6 

15 

0.38d 

0.31 

0.53 

Referencia 

31 

31 

46 

28 

32 

47 

10 
25 
33 

26 
24 

26 

29 

48 
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3.4.2. Fenilalanina amonio·liasa de levaduras 

La principal fuente de obtención de fenilalanina amonio·liasa ha sido de fuentes microbianas 

y en especial de lel'aduras. Las enzimas de fuentes microbianas en general desplazan a las 

enzimas de origen vegetal ya que se pueden producir a gran escala en un tiempo y espacios 

relativamente reducidos. Las enzimas de los géneros RhodoTorula, Rhodosporidium y 

Sporobolomices ha sido la más estudiada, en panicular en aspectos relacionados con su 

producción y aplicación. 

EYans eTal. [29], publicaron un estudio relacionado con el aislamiento y la evaluación de 21 

cepas productoras de fenilalanina amonio-Jiasa. La capacidad de utilizar L-fenilalanina y 

trans- cinámico como sustratos, el nivel de producción celular y Ja actividad específica, 

fueron los criterios de selección. Dicho estudio se realizó con la finalidad de disponer de 

cepas que pudieran ser utilizadas en la producción comercial de L-fenilalanina. En la tabla 

3, se presenta un resumen de las cepas que presentaron Ja mayor actividad enzimática. 

TABL.\ 2 
Lcraduras productoras de fenilalanina amonio-Jiasa, con acti\'idad 

calalítica sobre L-fenilalanina )' 1-cinamico. E'·ans, et al . (29] 

Aislado Identificación taxonómica 

SPAI 
SPA2 
SPA3 
SPA6 
SPA8 
SPAIO 
SPA13 
SPA20 

Rhodotoru/a rubra 
Spondiobo/us pararoseus 
Rhodotorula glwi11is 
Rhodotorula minuta 
Rhodosporidium toru/oides 
Rhodotorula rubra 
Rhodororula i11formo-111i11ianm 
Rhodororru/a glurinis 

Acti\'idad Específica (U/E célula) 

L-fenilalanina ácido!- cinámico 

37.16 
29.56 
30.1 
41.81 
32.36 
52.91 
29.43 
47.16 

(sustratos) 

3.8 
3.08 
3.15 
2.72 
2.33 
-1.16 
2.2 

3.85 

ti= una unidad enzimática, es Ja cantidad de íenilaJanina o ácido trans- cinámico 

(µmoles) formado por minu10 a 30 ºc. 

El aislado SPA 10, identificado taxonómicamente como Rhodotorula rubra, es la cepa que 

presentó los mejores resultados en este estudio, habiendo sido objeto de varias publicaciones 

relacionadas con su aplicación en la producción 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 más frecuentemente reportadas en Ja literatura como fuentes 

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

es el realizado por Kupletskaya y Dol'nikova [30]; en esta ublicación se describe el aisla

miento de levaduras pigmentadas y hongos miceliales proctuhtores de la enzima. Un total de 

700 cepas de colección y aislados de levaduras rojas fueronlensayados. El criterio de selec

ción fué la actividad de fcnilalanina amonio-liasa, determinada por la conversión de fcnilala

nina a ácido Ira/IS- cinámico. Una concentración de biomas~ de 0.2-0.8 mg/ml de levadura y 
1 

de 1.0-5.0 mg/ml de micelio base seca previamente cultivados, se colocan en una solución 

amonieuadora 0.2 M de Tris-HCI (pH 8.8-8.9) con 0.02 otl-fenilalanina. La formación de 
- 1 

ácido Ira/IS- cinámico durante la reacción se sigue por el incremento en la absorbancia a una 

densidad óptica de 278 nm. La acti,·idad específica de fenil~lanina amonio-liasa se expresa 
1 

como miligramos de ácido 1ra11s -cinámico formado por hor~ por miligramo de biomasa. La 

presencia de la enzima fué confirmada en 417 Jernduras pigmentadas y 112 hongos micc

liales de colección. Es importante mencionar que no exis\e una relación directa entre la 

producción del pigmento y la presencia de la enzima fenilalf' nina amonio-liasa en las cepas 

que presentan una coloración característica, ya que en much s de ellas no se detecta la acti

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

sometidas a un estudio más con la finalidad de determinar lsu capacidad para producir fe

nilalanina a partir de ácido 1ra11S- cinámico y amonio. La (ormación de dicho aminoácido 

se realizó con una mezcla de reacción que contiene 2.2 % dd ácido Ira/IS- cinámico y 6.5 M 

de amonio, a un pH de JO. Se encontró que la mayor cantiddd de fenilalanina es sintetizada 

por Rlwdo1orula a11ra111iaca KM-! (levaduras pigmentada d~ colección) produce 18 mg/ml 
1 

de fenilalanina. Entre los hongos miceliales, el productor más eficiente fué Clamidosprium 

cladosporoides 1699 (14 mg/ml). De los microoganismos[aislados el que mejores resul

tados presentó fue Rhodotoru/a gl111i11is 911, capaz de produlir 13 mg/ml de fenilalanina. 

3.4.2.I Cepa de trabajo: Sporidiobolus pararoseus NRR Y-548 

Dentro de las diversas fuentes microbianas para la produccióí: de fenilalanina amonio-liasa, 

se seleccionó a la levadura S. pararoseus NRRL Y -548 p r ser una cepa poco estudiada 

como fuente de la enzima y presentar la mayor actividad en una selección inicial de cepas 

disponibles. En efecto en estudios anteriores al presente trab· jo de investigación, Kawasaki 

el al [14] caracterizaron el crecimiento y la producción de fen\lalanina amonio-liasa de dicha 

cepa y de Rllodosporidi1111 1or11/oides NRRL Y-1091 y enctntraron que la máxima activi

dad se presenta en la última etapa de la fase logarítmica d crecimiento; optimizaron un 

medio de cultivo para la inducción de la enzima; determina on las propiedades cinéticas y 
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fisicoquímicas de la enzima intracelular en células completas; y propusieron un modelo 

cinético para describir la reacción de desaminación de fenilalanina presente en hidrolizados 

de proteína. 

3.4.3. Cinética 

El estudio del mecanismo de reacción de la fenilalanina amonio-liasa, así como la determi

nación de los parametros cinéticos de la enzima de diversas fuentes ha sido previamente 

reportado. El conocimiento del mecanismo en los procesos enzimáticos es de suma impor

tancia, ya que proporciona una mayor comprensión de la reacción y permite un diseño 

adecuado del sistema. 

3.4.3.I. Mecanismo de reacción 

HaYir y Hanson (31] propusieron un mecanismo de reacción para la enzima de tubérculos de 

papa. En la Figura 2 se respresenta esquemáticamente el mecanismo de reacción postulado. 

Se sugiere que un grupo carbonilo está inrnlucrado en el proceso catalítico. Por otra parte 

se tienen evidencias para soportar la hipótesis 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 traYés de la formación de un intenñediario carbonil-amino, para dar origen a un segundo 

intermediario carbonil-amonio que posteriormente es hidrolizado. Parkhurst and Hodgins 

127], también sugieren la formación del intermediario enzima-amonio en la reacción de desa

minación de _la fenilalanina por las enzimas de Rlwdotorula glutinis (ATCC 15385) y Spo

robolomyces pararoseus (A TCC 11386). 
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AGLºR~ 2. Mecanismo de reacción postulado para Ja enzjma producida de tuberculos de papa. Los es
tados de ionización que se muestran son Jos obtenidos a pH 8.7 (óptimo de Ja enzjma). Se asume que 
Jos productos de ionización son muy rápidos y por Jo tanto Ja ganancia y pérdida de protones (H+) por 
los ¡,'l1lpos básicos (8) y ácidos (A) en la reacción 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 compona

mientos cinéticos diferentes en función de la fuente, desde Ja cinética clásica de Michaelis

Menten (14, 24), inhibición competiti\'a por producto [25), inhibición por exceso de sustrato 

[I0.32) y dcs\'iaciones más profundas del modelo de Michaelis-Menten [28.31.33). 

Kawasaki et al [14). estudiaron el efecto que tiene la concentación de sustrato en Ja \'elocidad 

inicial de Ja enzima contenida en células completas de Sporidiobolus pararoseus y 
Rlwdosporidi111111oruloides y encontraron que ambas siguen el modelo cinético de Michae

Jis-Menten. 

Hodgins [25), encontró que durante Ja reacción de desaminación de L-fenilalanina por la 

enzima de Rlwdotorula g/11ti11is, el cinamato producto de la desaminación, se comporta 

como un inhibidor estrictamente competitivo. El mecanismo propuesto para esta reacción 

involucra un intermediario enzima-amonio: 

Donde: 

E+ P 
+ 
e 

ks11k7 
r 

EC 

E= enzima 
P = fenilalanina 
:\'=amonio 
C=cinamato 

k 1- 8 =constantes de reacción indi\'iduales 

La presencia de centros electrofflicos en el sitio activo de la enzima de levaduras y de papa, 

sugiere la participación de éstos en la formación del intermediario enzima-amonio. La feni

lalanina amonio-liasa es inactivada completamente por reactivos 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 análogos de la fenilalanina (DL-2-hidroxifenilalanina o ácidoL-B-fenilacético). 

Lo anterior apoya la hipótesis de Ja formación del intermediarío enzima-amonio. 

16 



Antecedentes 

Sikora y Marzluf [32], encontraron que la enzima de Neurospora crasa presenta inhibición 

por exceso de sustrato, ya que concentraciones mayores a 2 mM de fenilalanina dan como 

resultado una inhibición de la fenilalanina amonio-liasa durante el ensayo de acti1·idad. 

Yamada et al. [JO], también reportan una inhibición por exceso de sustrato para la enzima de 

Rlwdo111rala g/111i11is, cuando se utiliza ácido trans- cinámico en la producción de fenilala

nina. El efecto de inhibición se presenta cuando se emplean con nil'e]es de trans- cinámico 

mayores a 60 mM. 

Otro modelo es el propuesto por Kalghatgi y S. Rao [28] para la enzima de Rhi:ocwnia 

solani. Estudios de velocidad inicial con la enzima de este microorganismo mostraron 

desviaciones significativas de la cinética de Michaelis-Menten. El rnlor de Km aparente 

aumenta de 0.18 mM a 5 mM cuando se incrementa la concentración de sustrato y durante 

este proceso la Vmax se incrementa de '.?.a 2.5 veces. La obtención de una gráfica bifásica 

de doble recíproco (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 saturación de 

sustrato rel'elaron la presencia de interacciones homotrópicas, fenómeno que es característi

co de un enzima alostérico. En estos casos la unión de cada molécula disminuye la afinidad 

intrínsica de los sitios activos rncantes de la enzima. Aunado a lo anterior también se 

presentó el fenómeno de activación de la enzima a altas concentraciones de sustrato. Al

gunas obserYaciones similares se encontraron con la fenilalanina amonio-liasa de papa [33]. 

Wieder et al. 132] reporta un comportamiento cinético muy similar para la enzima de 

Rhodotorula g/111i11is una desviación del modelo cinético de Michaelis-Menten con cambios 

en los valores de Km aparente y Vmax aparente por el incremento de la concentración de 

fenilalanina. 

A pesar de que existe una amplia información referente a las propiedades cinéticas de la 

enzima, el planteamiento de modelos cinéticos que describan el comportamiento de la 

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

básicamente dos: producción de fenilalanina apartir de ácido tra11s- cinámico y amonio y en 

diversos aspectos relacionados con la fenilcetonuria. 

La producción de L-fenilalanina apartir de ácido 1ra11s- cinámico y amonio sin duda alguna 

es la principal aplicación comercial. Hasta 1985, la compañía Genex producía el aminoáci

do mediante un proceso basado en el uso de células de Rhodororula rubra inmoYilizadas en 

vermiculita [I]. Sin embargo hoy en día, la fermentación con cepas recombinantes es el 

proceso normalmente utilizado. 

Una segunda aplicación, es en el tratamiento de hidrolizados ácidos o enzimáticos de proteí

nas, para la remoción de fenilalanina. Existe poca información publicada al respecto, 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 aplicación de la enzima en el tratamiento de fenilcetonuria, y la cuantificación de fenila

lanina y tirosina, son dos alternativa' más para el uso de la fenilalanina amonio-liasa. En el 

primer caso, existe un considerable número de publicaciones con respecto a las perspcctiYas 

de uso que podría tener la enzima en esta área. Por dar algunos ejemplos, Ambrus et al. 

[6,7], propusieron el uso de reactores enzimáticos con fenilalanina amonio-liasa de Rhodoro

rula gl111i11is inmovilizada para el tratamiento extracorporal de la fenilcetonuria. Utilizando 

un modelo animal, estos autores encontraron que mediante dicho tratamiento es posible 

reducir los niYeles de fenilalanina, sin tener efectos adYersos de tipo hematológico, inmuno

lógico o fisiológico durante dos horas de tratamiento. Por su parte lnoue et al. [4], proponen 

el tratamiento oral con la enzima inmm·ilizada en un sistema constituido a base de ma

teriales naturales. Es un hecho que la fenilalanina amonio-liasa podría jugar un papel impor

tante en la terapia enzimática de la fenilcetonuria. 

Otra de las aplicaciones poco exploradas de la enzima es en el área de diagnóstico. La 

propiedad que tiene la fenilalanina amonio-liasa de algunos microoganismo de desaminar 

fenilalanina y tirosina puede ser apro,·echada para la cuantificación simultánea o en forma 
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separada de ambos aminoácidos: un caso particular podría ser en el diagnóstico de fenilceto

nuria. Ron-sen y Creed [9], propusieron un método espectrofotométrico basado en la 

con\"ersión de fenilalanina y tirosina a ácido 1ra11s- cinámico y ácido p- cumárico respectiva

mente. El método resulta ser bastante sensible, ya que permite detectar hasta concentra

ciones IµM de los aminoácidos, y es reproducible y comparable con los resultados obteni

dos en un analizador de aminoácidos. 

3.4.S. Enzima inmovilizada 

La principal limitante parar el uso de esta enzima como catalizador es su baja estabilidad. Se 

han propuesto diferentes alternativas para resolver estos problemas. Evans eral. [l l,12] opti

mizaron las condiciones de reacción utilizando células completas de Rhodororula rubra con 

actividad de fenilalanina amonio-liasa, empleando agentes estabilizantes durante el proceso 

de con\"ersión del ácido rrans- cinámico a L-fenilalanina. Destacan el sorbitol, alginato, 

glutaraldehído, polietilenglicol y glicerol por su efecto positivo sobre la estabilidad de la 

enzima. En el sector clínico en el tratamiento oral de fenilcetonuria, su uso está limitado por 

la susceptibilidad a proteasas intestinales (principalmente quimotripsina y tripsina). Gilbert 

y Tully [35] utilizaron células de levaduras pem1eabilizadas con actividad de fenilalanina 

amonio-liasa para la protección de la enzima contra el ataque proteolítico. Sin embargo, los 

niveles de actividad en la células deben de ser incrementados para el tratamiento ill vivo. 

En el mismo sentido Inoue el al . [4] desarrollaron un sistema mediante el atrapamiento de la 

enzima purificada en fibras de seda para la protección del ataque protcolítico, 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 inmo\"ilizada en microcápsulas, 

en el tratamiento de la fenilcetonuría. Dicho sistema de inmovilización permite mantener la 

enzima dentro de células artificiales que la protegen contra cambios en los ni\·eles de pH 

gastrointestinal y enzimas proteolíticas. Otra alternativa al uso en terapia son los reactores 

de fibra hueea como sistema de inmovilización 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 utilizó 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 ºC en medio 

sólido con extracto de levadura. Se realizaron resiembras cada dos meses para su preserva

ción. 

4.2. Reactivos 

Los reactivos se adquirieron de las compañías indicadas entre parentesis: L-fenilalanina (SIG

MA CHE\llCAL CO.) y grado industrial (E.'\ZIMOLOGA); Trizma Base, DEAE-Sephacel y 

Albúmina sérica de bovino (SIG!llA CHEMJCAL co.); Sulfato de amonio, Acido acético, 

Glicerina (J.TBAKER); Extracto de le\'adura y Extracto de Malta (DJFCO). 

4.3. Producción de la enzima 

Las fermentaciones a nivel laboratorio, se llevaron a cabo en un fermentador Serric Genie 

/11d11s1riel Mod. 7F (Tolouse, Francia ) con un volumen de trabajo de 1.5 /. Las condi

ciones de fermentación fueron de pH inicial 5.5 sin control durante la fermentación, 30 ºC. 

300 rpm y una \'elocidad de aireación de 0.3 V\'M. A nivel planta piloto, se utilizó un 

Micro fer Ferme/l/or, New Br111zswick Scielllijic ca., /NC. EDISON. N.S (USA ) con un volumen 

de trabajo de JO/., con agitación de 400 rpm y aireación de 0.5 VVM. Para la producción 

de la enzima se utilizó un medio optimizado por Kawasaki eral. [8] el cual contiene extracto 

de malta 1.4% (plv ), extracto de lerndura 0.35% (p!v) y L-fenilalanina 0.8% (plv ). 

4.4. Crecimiento celular 

Para la determinación del crecimiento celular se determinó la absorbancia a 650 nm y se 

relacionó con el peso seco a través de una curva patrón, cuya ecuación es la siguiente: 

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

4.S. Cuantificación de proteína 

La proteína soluble fué cuantificada utilizando el método descrito por Bradford (36], usando 

albúmina sérica de bovino como estandar. 
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4.6. Medición de actividad enzimática 

La actividad de Ja enzima fenilalanina amonio-liasa en células completas así como la actil'i

dad de la enzima soluble, se detenninó siguiendo el incremento de la absorbancia a 290 nm 

en un espectrofotómetro BECKMAN DU 650 (USA) durante 10 minutos. Una cantidad de cé

lulas o de enzima soluble se adicionó a una solución amortiguadora 0.1 M de Tris-HCI pH 

8.5 con fcnilalanina 5 mM. La formación de ácido trans -cinámico producto de la reacción 

fué seguida a 290 nm, utilizando 9,000 como coeficiente de extinción molar para los cálcu

los de la concentración de este producto. En el caso de la medición de actividad en células, 

se efectuó previamente una permeabilización mediante una modificación del método des

crito por Gilbert y Tully [35). Una unidad de actividad de la enzima se define como la can

tidad de enzima que produce 1 µmol de producto en un minuto, a30 ºC. 

4.7. Purificación de la enzima 

Las células con acth·idad de PAL obtenidas de la fermentación de S. pararoseus fueron 

cosechadas por centrifugación y lavadas con una solución amortiguadora de fosfatos 0.05 M 

pH 7.4, con NaCI 0.85% (plv ). Finalmente el paquete celular se resuspendió en una solu

ción amortiguadora de Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 para obtener una concentración final de 12% 

(peso seco). La suspensión obtenida fué almacenada a 4 ºC hasta su uso. 

4.7.1. Ell.'tracción de la enzima 

La extracción de Ja enzima a partir de células de S. pararoseus se llevó a cabo mediante la 

trituración de células en un BEAD-BEATER a nivel laboratorio, y a nivel piloto en un DYNO

MILL. Para este proceso se utilizaron perlas de vidrio con un diámetro promedio de 0.5 mm, 

la concentración de biomasa fué del 12% (base seca) y una temperatura entre 10 ºC y 18 ºC 

del efluente. En el caso del DYNO-MILL, se empicó un flujo equivalente a un tiempo de resi

dencia de 20 minutos. Después de este tratamiento, el homogenado (producto de Ja ruptura 

celular) fué centrifugado a 13 000 rpm por 25 minutos y el residuo fué descartado. 

4.7.2. Recuperación de la enzima a partir del ell.'tracto celular 

4.7.2.1. Precipitación con sulfato de amonio 

Se adicionó sulfato de amonio en forma sólida a una solución de enzima del extracto ce

lular, para obtener un 30% de saturación de Ja solución. La adición de Ja sal se llevó a cabo 

en forma lenta y con agitación constantemente durante un período de dos horas. Al final de 
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este período Ja mezcla fué centrifugada (13 000-15 000 rpm, por 25 minutos). El sobrena

dante fué llevado al 60% de saturación con sulfato de amonio; Ja mezcla se centrifugó 

nuevamente y el sobrenadante fué descartado. La enzima contenida en el residuo fué resus

pendida en Tris-HCJ 0.05 M pH 8.5 conteniendo 20 % de glicerina (v/v) y dializada contra 

dos volúmenes de la solución amortiguadora antes mencionada durante 24 hrs. 

4.7.2.2. Precipitación ácida 

La recuperación de Ja enzima a partir del extracto celular mediante precipitación ácida se 

utilizó como una alternativa a Ja precipitación con sulfato de amonio. Se llevó a cabo 

mediante una modificación del proceso de recuperación de invertasa intracelular de le\'adu

ra, reportado por Bilntemeyer el al [37]. Mediante éste proceso se busca llevar a cabo una 

desnaturali7..ación selectiva de proteínas y otros componentes presentes en el extracto celular 

para de ésta manera precipitarlos sin afectar Ja estabilidad y Ja solubilidad de Ja proteína de 

interés. Se utilizó ácido acético al 5% para la modificación del pH hacia valores ácidos, y 

una solución de hidróxido de potasio IM para la modificación del hacia miares básicos. 

La titulación se llevó a cabo en Jotes de 100 y 900 mi. Los cambios de pH se realizaron en 

forma gradual de un pH inicial de 8.5 (pH de Ja solución de enzima del extracto celular), 

hasta un valor de pH de 5.5 sin alcanzar el punto isoeléctrico de Ja fenilalanina amonio-liasa 

(pi 5.4 reportado para la enzima de R. g/111i11is ). Los cambios de pH se monitorearon con un 

potenciómetro y la adición de ácido se realizó en un período de 5 a 20 minutos. Después de 

un período de 10 minutos de contacto a pH 5.5, Ja mezcla se centrifugó (13 000 a 15 000 

rpm, durante 5 minutos) y el residuo se descartó recuperando la enzima en el sobrenadante. 

Finalmente, el sobrcnadante se tituló con hidróxido de sodio hasta alcanzar un pH igual a 8.5 

y se concentró en un cartucho de fibra hueca (Amicon, HIPI00-20). 

4.7.3. Cromatografía de intercambio iónico. 

Se emplearon columnas de diversas capacidades: 1.5 x 20 cm, 1.5 x 50 cm y 2.5 x 80 cm . 

La solución de enzima, previamente dializada, se hace pasar por Ja columna de DEAE

Sephacel equilibrada con una solución amortiguadora de Tris-HCI 0.05 M, pH 8.5 conte

niendo glicerina al 20% (v/v). La proteína absorbida a la columna fué eluída con el mismo 

amortiguador, conteniendo cloruro de potasio en un gradiente linear de O a 0.3 M de KCI. 

Se colectaron fracciones durante el desarrollo de la cromatografía, durante todo el experi

mento se mantuvo u11 flujo de elución igual a 1 ml/min. La carga de proteína 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 electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS-PAGE al 

1 O% preparado de acuerdo al método de Laemmli [38]. 

4.9. Inmovilización de la enzima parcialmente purificada por enlace comlente 

El acoplamiento de enzimas a sopones enzimáticos por enlace CO\"alente puede llernrse a ca

bo mediante la unión directa a grupos apropiados del soporte ó vía un grupo espaciador. La 

molécula espaciadora permite cierto grado de mobilidad a Ja enzima acoplada y de esta 

manera es posible evitar limitaciones en la actividad. Sin embargo, la actividad y estabilidad 

de una enzima inmo\"ilizada en un soporte depende en gran parte del tipo de enlace formado 

con el soporte. En este sentido, es importante la selección y el manejo de diferentes altema

th·as de unión enzima-soporte. En el caso particular de la inmovilización de fenilalanina 

amonio-lialia, se decidió utilizar dos sopones que presentan diferentes grupos reactivos. El 

Spherosil es un soporte de sílica porosa actirnda con glutaraldehído, donde este último fun

ciona como molécula espaciadora para la unión de la enzima. El EUPERGIT e, es una resina 

epoxiacrílica Ja cual está acti\"ada con grupos oxiranos en su estructura química, donde la 

enzima se acopla a estos grupos espaciadores. Ambos soportes enzimáticos han sido 

empleados en la inmovilización de otras enzimas logrando una mayor estabilidad térmica. 

A continuación se hace una breve descripción de los procedimentos y las reacciones de 

inmol'ilización en ambos soportes para la fenilalanina amonio-Jiasa 

4.9.J. Inmovilización por enlace covalente en sílica porosa aminada 

La enzima fenilalanina amonio-liasa parcialmente purificada se inmo,·ilizó por enlace co\"a

lente en un soporte de sflica porosa aminada (Spherosil, Rho11e Poulenc ), acti\"ado con glu

taraldehído al 2% en una solución amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH 8.6 [39]. Después 

de dos horas de contacto con el glutaraldehído, el Spherosil queda actirndo y es entonces 

lavado con Tris-HCI 0.05 M pH 8.5. La solución de enzima parcialmente purificada conte

nida en Tris-HCI 0.05 M pH 8.6 y glicerina al 20% (v/v), fué adicionada en una relación de 

80 ml/g de soporte equivalente a 12 mg de proteína por gramo de soporte. Después de dos 

horas de contacto el soporte con la enzima inmm·ilizada se Java con suficiente solución 

amortiguadora y NaCI IM. Finalmente se determina la actividad enzimática de la enzima 

inmol'ilizada. 
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Dada Ja porosidad del soporte, el área específica de Ja sflica es un parámetro importante a 

considerar en este método de inmovilzación. En este caso se probaron tres diferentes áreas: 

6 m21g, 122 m2tg y445 m2/g, con un tamaño de particula de 100 a 200 µen los tres casos. 

La inmo\'ilización de la enzima en sflica, involucra dos etapas: primero se lleva a· cabo Ja 

activación de Ja sílica con glutaraldehído (a), y segundo la unión de la enzima con el 

soporte \'Ía grupos aldehído (b) como se describe en Ja siguiente reacción. 

(a) actil'ación con 
glutaraldehído 

(b) acoplamiento 
de la enzima al 
~aporte acti,·ado 

Sflica-!»"82 + ~ -~P 
/C-CH2-CH 2-CH 2-C'-. 

H H 

sí!ica aminada glutaraldehldo 

-H2o 1 pHB.6 O 

Silica-NH=CH-CH 2-CH 2-CH 2-e~ 
H 

süica acti\'ada 

sílica acti\'ada ENZIMA <PAL) 

-H,0 ¡ '"" 
Sílica-~"H=CH-CH2-CH2-CH 2-CH=NH~ 

Enzima inmo\'ilizada 
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4.9.2. Inmovilización por enlace covalente en EUPERGITC 

Una solución de enzima (8 mi ) parcialmente purificada contenida en una solución amorti

guadora de fosfato de potasio 1 M (pH 7.4; preparada con la mezcla de KH :fO 
4 

y K
2
HPO 

4
, 

conteniendo 0.1 % de NaN3 como consef\'ador) y glicerina al 20% (\'/\"), fué adicionada de 

manera uniforme a 100 mg de EUPERGJT C (Rohm Pharma; perlas epoxiacrílicas). La 

relación proteína/soporte fué de 12 a 18 mg de proteína por gramo de soporte. Después de 

un período de contacto de 24 horas a temperatura ambiente (21 - 25 ºC), la enzima acoplada 

al soporte se lavó primero con 50 mi de agua destilada, despúes con una solución de NaCI 1 

M y finalmente con la solución amortiguadora en la cual se utiliza el catalizador. El cataliza

dor obtenido se almacenó en refrigeración (aproximadamente 5 ºC). La remoción de grupos 

oxiranos del catalizador, después de la unión del soporte con la enzima generalmente es 

innecesaria, sin embargo si se requiere puede llevarse a cabo mediante la reacción con los 

siguientes compuestos: 2-mercaptoetanol, 2-aminoetanol, glicina, ácido tioacético ó cistefna. 

(40]. 

La unión de la proteína al soporte se realiza vía grupos oxiranos, como se presenta en la 

siguiente reacción: 

~ 0-CH,-C.,:;,H, + H,N-m 
EUPERGIT C ENZIMA (PAL) 

H2o ¡ pHH 

ENZ1~1A INMOVILIZADA 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

5. Producción de la enzima fenilalanina amonio-liasa 

En estudios pre\'ios con el mismo microorganismo [14] fueron definidas las condiciones de 

fermentación: 30 ºC, pH inicial 5.5 sin control durante la fermentación, 600 rpm y una velo

cidad de aireación de 0.3 VVM; y se lle\'Ó a cabo la optimización de un medio de culti\'o 

para la inducción de la enzima, estando constituido por extracto de malta (1.4 9é ), extracto 

de le\'adura (0.35%) y fenilalanina como inductor (0.8%). 

Bajo éstas condiciones de cultivo el comportamiento cinético de la levadura S. pararoseus 

en fermentador de 2 l en un medio inducido se reporta en la Fig. 3a. El perfil de acti\'idad 

durante el proceso de fermentación fué bastante similar a los perfiles reportados para otros 

microorganismos con respecto a la inducción y estabilidad de la fenilalanina amonio-liasa 

durante la fermentación 129.41.42]. Se obtu\'ieron células con una acti\'idad específica de 

27.8 U/galas 16 horas de fermentación con una productividad de enzima de 7.23 U/l h (Ta

bla 3). Los ni\'eles máximos de actividad se presentaron a la mitad de la fase exponencial de 

crecimiento, para después disminuir fuertemente en las últimas horas de la fermentación. 

Esta caída de actividad coincide con el incremento de los niveles de oxígeno en el medio de 

culti\'O. E\'ans et al. ¡121. postulan que el oxígeno está involucrado en el mecanismo de 

desactirnción de la enzima durante la fermentación y demostraron que cuando se cambian la 

condiciones aerobias de la fermentación a un proceso anaerobio después de alcanzar el 

punto máximo de acti\'idad, es posible pre\'enir la desacti\'ación de la enzima. Por lo ante

riormente expuesto, es necesario caracterizar el sistema de producción de la enzima en tér

minos del tiempo óptimo de fermentación para la cosecha de células, de acuerdo con las 

condiciones de fermentación óptimas para la producción de la enzima tales como la agita

ción, aireación y control del pH. 

5.1. Efecto del oxígeno y el pH en la producción y estabilidad de la enzima PAL 

Con el fin de obser\'ar si una disminución en el suministro de oxígeno en la fermentación 

ocasionaba un efecto sobre la actividad y estabilidad de la enzima, se disminuyó el nivel de 

oxígeno disuelto en el medio, bajando la \'elocidad de agitación de 600 rpm a 300 rpm y 

manteniendo la misma ,·elocidad de aireación (0.30 VVM ). Mediante este cambio se registró 

un incremento en la acti\'idad específica, así como una caída de acti\'idad menos drástica 

después de haberse alcaz.ado el punto máximo (Fig. 3b). 



FIGURA 3. Perfil del crecimiento celular, acti\'idad enz.imálica, pH y oxígeno disuelto durante la 
producción de la enzima PAL de S. pararoseus . Fermentación bajo condiciones reportadas por 
Kawasaki el al. (14] (a); efecto de la reducción del ni\'ele de oxígeno disuelto (b) y control del pH 
durante la fermentación (c), sobre la producción y estabilidad de la enzima. 
(•) biomasa; 10) pH; (:J) oxígeno disuelto; (e) acti\'idad específica. 
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La máxima actividad fué de 34 U/g de célula a las 18 horas de fermentación con una produc

ción de biomasa de 3.03 g/ I (Tabla 3). Sin embargo, a pesar del incremento en la actividad 

específica, la productividad obtenida bajo éstas condiciones de fermentación fué menor 

(5.67 U// h): los resultados resultan ser más bajos como consecuencia de un proceso más 

largo. 

Por otra parte, también se estudió el efecto del control del pH durante Ja fermentación con la 

finalidad de incrementar la producti,·idad de la enzima. Para ello se llevó a cabo una 

fermentación controlando el pH a un valor de 5.5 (pH óptimo de producción de la enzima). 

A pesar de que no se logró un buen control del pH durante Ja fermentación como se puede 

observar en la Fig. 3c, esta \'ariable afectó principalmente la velocidad de crecimiento de la 

levadura y los nil'eles de actividad específica. Lo anterior puede constatarse en Ja Tabla 3 

comparando los \'alares de velocidad de crecimiento y acti\'idad específica obtenidos bajo 

las condiciones de fermentación previamente definidas (Figura 3a), y Jos obtenidos cuando 

se tiene un control sobre el pH. El ,·alar máximo de acti\'idad fué de 35 U/g de célula, 

alcanzada a las '.!O horas de fermentación con una producción de biomasa de 3.38 gil. 

Dichos resultados son semejantes a los obtenidos cuando se disminuye el suministro de 

oxígeno. Igualmente, en términos de productividad también se tiene un proceso menos 

eficiente. lo que puede constatarse en la Tabla 3. 

TABL\3 
Resumen de producción de la enzima fenilalanina amonio·liasa. 

por fennentación líquida de S. pararoseus en fermentadores de 2 y 14 / . 

Tiempo de Biomasa Velocidad Actfridad Producti,·i-

Fermentación máxima (g//) crecimiento específica dad 
acti\"idad (h) (h.¡) ( U/g célula p. s) (U1/h) 

Fermentador de 2 /. 
600 rpm; 0.30 VVM; pHi 5.5. sin control 16 4.16 0.42 

27.80 7.23 
durante la fermentación 

300 rpm; 0.3 \"VM; pH 5.5 sin control 
durante la fermentación. 18 3.03 N.D 33.71 5.67 

600 rpm; 030 V\-~I ; pH controlado 
20 3.38 0.233 35.00 5.92 alrededor de 5.5 

Fermentador de 14 / 
400 rpm; 0.5 \"\"M; pH.i 5.5, sin control 13 2.92 0.25 33.11 7.43 
durante la fermentación. 

- La temperatura manejada en todas las fermentaciones fué de 30 ºc. 
- L1 (unidad enzimática)= una unidad enzimática se define como la cantidad de enzima que produce 

1 µmol de ácido trans- cinámico en un minuto, a 30 ºc. 
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Es e\'idente que el objetivo es contar con un sistema de producción que permita la mayor 

producción de la enzima en el menor tiempo posible, siempre y cuando la acti\'idad pueda 

mantenerse estable en el medio. Por esta razón se decidió producir la enzima en las condi

ciones de operación originalmente definidas por Kawasaki et al. [14], suspendiendo la 

aireación después de alcanzar el nivel máximo de actividad y cosechando las células imedia

tamente después, para evitar en lo posible la desactivación de la enzima. Por otra parte, tam

bién se realizaron fermentaciones a nivel piloto en fermentadores de 14 /. En este caso, las 

condiciones de fermentación fueron de 0.5 VVM, 400 rpm a la misma temperatura y sin 

control de pH durante la fermentación. De esta manera fué posible alcanzar los mismos 

niYeles de actividad obtenidos en el fermentador de 2 /. Usando este procedimiento se 

llevaron a cabo múltiples fermentaciones para disponer de enzima para las siguientes etapas 

del proyecto. 

6. Purificación de la enzima fenilalanina amonio-liasa 

6.1. E"1racción de la enzima, mediante la ruptura celular por molienda en molino 
de perlas. 

Para la ruptura de células y la consecuente liberación de los componentes intracelulares, 

existe una diversidad de técnicas a nivel laboratorio, pero sólo dos métodos mecánicos, son 

empleados a gran escala: el Homogenizador de alta presión basado en el diseño de Manton

Gaulin y el molino de esferas de alta velocidad, el Dyno mili tanto vertical como horizontal. 

En el molino, a diferencia del homogenizador, la eficiencia de ruptura depende de la concen

tración 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 y de la ubicación de la enzima 

(periplásmica, citoplásmica etc.). La optimización consiste en determinar el número mínimo 

de pasos por el equipo, la máxima concentración de alimentación y las condiciones de ruptu

ra (tiempo de molido o presión) para obtener la máxima extracción sin que la enzima pierda 

actiYidad por calentamiento [15]. Para llevar a cabo esta operación, se utilizaron dos equi

pos: un molino de laboratorio ( BEAD BEATER) y un DYNO-MILL de 1 I . 

Se analizaron las dos principales variables en el proceso: la concentración de células y el 

tiempo de residencia. La concentración óptima de células se determina empíricamente para 

cada caso, aunque usualmente se ubica en un rango del 30-60% peso húmedo de la suspen

sión celular ( 9 - 18% base seca) [43]. Por otra parte, para la ruptura de levaduras se reco

mienda utilizar un diámetro 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 extracción de la enzima, una 

cantidad de células con actividad de fenila

lanina amonio-liasa fué rcsuspendida en 

amortiguador Tris-HCl (0.1 M pH 8.5) para 

obtener una suspensión celular de concen

tración igual a 50 g/ l. Posteriormente fueron 

trituradas en un BEAD-BEA TER durante un 

período de 18 minutos, tomando muestras a 

diferentes intervalos de tiempo con la finali

dad de monitorear la liberación de la enzi

ma. El grado de liberación, se determinó 

mediante la medición de actividad enzimáti

ca en el homogenado celular (suspensión de 
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FIGURA 4. Efecto del tiempo de residencia en Ja 
liberación de Ja enzima fcnilalanina amonio-Jiasa 
durante la molienda en molino de perlas de una una 
suspensión celular ( 50 gil ), con una acti\'idad in
icial equi\'alcnte a 0.42 U/mi antes de la ruptura. 

células rotas). El peñil de liberación 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 actil'idad intracelular. 

6.1.2 Efecto de la concentración 
de células 

Determinado el tiempo de residencia se pro

cedió a estudiar el efecto de la concentra

ción de células en la liberación de la enzi

ma. Para este estudio el límite superior de 

concentración de células fué de 150 g/ l, 

considerando recomendaciones de la biblio

grafía. En la Fig 5, se presenta una compa

ración de la liberación de la enzima cuando 

la extracción se efectúa con concentraciones 

de biomasa de 50 gil y 120 g//. Como 

puede obser\'arse no existe un diferencia 

marcada en el grado de liberación de la 

enzima al final del proceso (20 minutos) 

apesar de que la cinética de extracción es 
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diferente. Para altas concentraciones de células, pareciera existir una etapa inicial mas len

ta. Sin embargo, el hecho de alcanzar rendimientos iguales indica que el proceso es inde

pendiente de esta variable, siendo posible llevarlo acabo en este rango de concentración. Se 

decidió trabajar con la mayor concentración de células, pués esto permite manejar volú

menes pequeños en la siguientes etapas de purificación y en general se aumenta la producti

vidad. 

Para llevar a cabo el procesamiento de una mayor cantidad de suspensión celular (500 mi -

1000 mi) se utilizó 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 liberación de proteína por métodos mecánicos durante un proce

so de ruptura sigue una cinética de primer orden. La forma integrada de la ecuación de 

velocidad que describe la ruptura celular en un molino de perlas es la siguiente: 

Donde: 

Ln[ Rm ] = k t Rm-R 

Rm = márjma cantidad de proteína que puede ser liberada 
R = cantidad de proteína liberada 
K = constante de primer orden 
t = tiempo de residencia 

(EC. I) 

La constante de velocidad (k) representa la eficiencia de ruptura y es una función de la velo

cididad de agitación, concentración de células, concentración de perlas, diámetro de las per

las, el tiempo de residencia y la temperatura. 

Para el escalamiento del proceso de extracción se trató de mantener constante a las 

siguientes variables, la concentración de suspensión celular (120 gil), el diámetro 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 ºC) para 

evitar la desnaturalización de la enzima. 

La evaluación del proceso de extracción se realizó con base en dos parámetros: la eficiencia 

de extración y la recuperación de la enzima al final de esta etapa. La eficiencia de extrac

ción se reporta como el % de liberación y se define como la relación entre la actividad enzi

mática medida en el homogendo y la actividad inicial medida en la suspención celular antes 

de la ruptura, como se presenta en la ecuación 2: 
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Donde: 
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% de liberación = __ . .\_H __ 

A¡ 
X 100 (EC.2) 

AH = Acth'idad enzimática exiracelular medida en el homogenado (U 101ales). 

A1 =Actividad enzimática iniracelular medida en Ja suspensión celular 

ames de Ja ruplura (U lolales). 

La recuperación de la enzima al final de la etapa de extración reportada como el % de recu-

peración, se define como la relación entre la actividad final que se obtiene en el sobrena

dante (extracto celular), después de la eliminación de restos celulares por centrifugación y 

la actividad inicial medida en la suspención celular, ecuación 3: 

Donde: 

% de Recuperación = 
AE 

---- xlOO 
A¡ 

AE =Actividad enzimática final medida en el exiraclO celular(U 1olales) 

A1 = Acti,·idad enzimática iniracelular, medida en Ja suspención celular 

an1es de Ja ruprurá (U 1olales). 

(EC.3) 

En la Tabla 4 se presenta un resumen de los resultados obtenidos en la extracción de la enzi-

ma escala laboratorio y nivel piloto. Como se puede observar se logró alcanzar el mismo 

TABL.\4 
Exlracción de Ja enzima fenilalanina amonio-Jiasa 

de S. pararoseus. mcdianle Ja ruprura celular en molino de perlas 

Volumen Concentración Actividad u % % 

EQUIPO Mueslrn 
de Mues1ra de células enzimática 1olales de de 

(mi) (gil ) (Uiml) liberación recuperación 

Suspensión 
115 50 0.42 483 } celular 90.50 -90 

BEAD Homogenado 115 50 0.38 43.7 

BEATER 
(laboralorio) Suspensión 

150 120 1.4 210 } celular 87.86 ...9() 

Homogenado 150 120 1.23 184.5 

Suspensión &40 120 1.4 896 } ~" 'DYNO-MILL celular 

(piloto) Homogenado 990 120 0.82 811 8035 

E~traclo celular 900 120 0.8 720 

• CONDJCJO!\'ES DE OPERACION: Q = 15 mi /min; o perlas= 0.4-0.7 mm: Tiempo de residencia= 20 minutos. 
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grado de liberación que a nivel laboratorio, lo cual indica que el proceso de extracción de la 

enzima en este equipo de ruptura es, en principio, escalable. El proceso de extracción no 

afecta la estabilidad de la enzima ya que es posible recuperar alrededor de 90% de la activi

dad inicial. De estos resultados se puede concluir entonces, que el método de extracción 

utilizado es apropiado para llevar acabo este proceso. 

6.2. Recuperación de la enzima a partir de eA1ractos celulares 

Dentro de las principales etapas de purificación de la fcnilalanina amonio-liasa reportadas 

en la bibliografía, se incluye la precipitación con sales (sulfato de amonio y citrato de sodio) 

como una etapa de recuperación y concentración de la enzima. De estas sales, la más utili

zada es el sulfato de amonio. 

Para la recuperación de Ja enzima PAL de S. pararoseus, se utilizó como una primera alter

nativa la precipitación con sulfato de amonio y como una segunda alternativa la precipita

ción ácida. La evaluación de ambos métodos de recuperación fué realizada considerando el 

grado de purifación (veces de purifación) obtenido en la muestra tratada y el rendimiento 

obtenido al final del tratamiento. 

Las veces de purificación se presentan como un número adimencional y es una medida del 

grado de pureza que se obtiene en cada etapa de purificación. Dicho número puede definirse 

como la relación entre la actividad específica obtenida después del tratamiento, y la activi

dad específica inicial del extracto celular sin tratar: 

Donde: 

A.E¡;, 
Veces de purificación= ---"'--

A.EEc 
(EC.4) 

AEFp =Acúvidad específica medida en la fracción de enzima precipitada (ülmg proteína) 

A.EEc = Acth-idad específica medida en e:<tracto celular (U/mg proteína) 

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: 

Donde: 

Rendimiento(9é) = 
AFp 

----X 100 
AEc 

AFp =Actividad final medida ca la fracción precipitada (U totales) 

AEc = Acth-idad inicial medida en el extracto celular (U totales) 
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6.2.1. Precipitación con sulfato de amonio 

Para la precipitación de la enzima de S. pararoseus, fué necesario realizar un fracciona

miento desde un 0% a un 60% de saturación de sulfato de amonio. Se encontró que el 90% 

de la enzima precipita en la fracción comprendida entre el 30% y el 60% de saturación de 

sulfato de amonio. En la Tabla 5 se presenta un resumen de los resultados obtenidos en esta 

etapa, la enzima se logró purificar alrededor de 3 ,·eces con respecto a la actividad inicial del 

extracto con un rendimiento del 90%. 

Muestra 

Extracto 
Celular 
(NH4);?CJ4 
30"/o-60% 
Muestra 
Dializada 

TABLA 5 
Recuperación de la enzima PAL de 

S.pararoseus • mediante precipitación con sulfato de amonio. 

Volumen Proteína Proteína Actividad u Actividad Veces de 
(mi) (rng/ml) Total Ezimática 

l~l (U/mi) 
totales Especifica 

(U/ma ~rotelnal 
purificación 

50 4.42 221 0.293 14.65 0.066 

30 2.28 68.4 0.43 12.9 0.19 2.88 

30 2.~ 61.8 0.44 13.2 0.22 3.33 

6.2.2. Precipitación ácida 

Rendimiento 
(%) 

100 

86 

90.1 

Durante el proceso de ruptura celular, se libera una gran parte de los pigmentos B-carote

noides que produce S. pararoseus como parte de su metabolismo. Dichos compuestos difi

cil mente pueden separarse mediante centrifugación; aun mas, no es posible separarlos 

durante la precipitación con sulfato de amonio. Su presencia representa un inconveniente en 

la cromatografía de intercambio iónico, donde interfieren con el desarrollo del proceso, re

sultando en una disminución en el rendimiento de esta etapa y contaminando Ja columna. 

La precipitación ácida se utilizó como una altemati\'a en Ja recuperación de la enzima. Lo 

anterior con Ja finalidad de obtener una solución de enzima con un menor número de impu

rezas, que permita lle\'ar acabo la siguiente etapa con eficiencia. 

Se realizó inicialmente un barrido de pHs en forma descendente (de 8.5 hasta 4.5). Lo ante

rior se hizo con el fín de definir el valor de pH al cual precipita la mayor parte de proteína y 

otros contaminantes presentes en el extracto celular, sin precipitar a la fenilalanina amonio

liasa y poder recuperarla en el sobrenadan te de Ja solución. A pH 5.5 se logró recuperar en 

el sobrenadan te el J 00% de la actividad inicial del extracto celular (Tabla 6). Sin embargo, 

es de mayor rele\'ancia el hecho de que mediante este tratamiento es posible eliminar a los 

compuestos de tipo carotenoide. 
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Muestra 

Extracto celular 

Sobrenadante 
de la precipitación 
ácida 

Volumen 
(mi) 

20 

34 

Tabla6 
Recuperación de la enzima PAL de 

S. pararoseus mediante precipitación ácida 

Proteína Proleína Actividad u Actividad 
(mg/ml) Total Ezimática totales Específica 

(mg) (U/mi) (U/mg prole.) 

5,00 101,2 0,11 2.2 0,022 

0.76 25.84 0.07 2.38 0.092 

Veces de Rendimiento 
purificación (%) 

100 

4.2 108.2 

'La precipitación selectiva de proteínas y de otros contaminantes de la enzima fenilaíanina amonio-liasa, contenida en íos 
extractos celulares se realizó disminuyendo el pH con ácido acético (al 5'k) hasta un valor de 5.5. Después de un período de 
contacto de 10 minutos, el pH se ajusta nuevamente a 8.5. El experimento se llevó a cabo a temperatura ambiente. 

6.3. Purificación de la enzima por cromatografía de intercambio iónico 

6.3.J. Cromatografía de intercambio iónico 

En el primer ensayo de purificación, 50 mi de solución de enzima dializada obtenida por 

precipitación con (NH4J2S04, fueron tratados en una columna de DEAE-Sephacel (1.5 x20 

cm). Posteriormente, la enzima fué eluída con un gradiente de KCI, de 0-0.5 M en Tris-HCI 

50 mM pH 8.5. Los resultados obtenidos en los primeros ensayos fueron poco satisfactorios 

según puede constatarse en la Tabla 7, ya que los rendimientos de este proceso fueron bajos 

(alrededor del 30'ft) siendo la cromatografía la etapa donde mayores pérdidas de acti\'idad se 

presentaron. El perfil de elución obtenido durante la cromatografía se presenta en la Fig 6. 

TABLA 7 
Resumen de purificación de la enzima fenilalanina amonio-liasa de S. parareseus. 

Volumen Proleína Proteína Actividad u Actividad Veces de Rendimiento 
Etapa (mi) (mg/ml) total Enzimática 

(mg) (U/mi) 
totales Específica 

(U/mg proteína) 
purificación (%) 

1. Extracto 
celular 50 4.42 221 0.29 14.65 0.066 100 

2.(NH4J~4 
30 2.00 61.8 0.44 13.2 0.22 33.3 90.1 

30-60% 
3. DEAE 

Sephacel 
F19 0.26 2.15 0.00 0.65 0.3 4.5 4.44 
F20 8.3 0.37 3.07 0.27 2.24 0.73 11 15.3 
F21 o.~ 3 0.21 1.71 0.57 8.6 11.67 ---

4.6 31.42 

La cromtatografia de intercambio iónico se llevó a cabo en una columna de DEAE·Sephacel (1.5 x 20 cm) equilibrada con 
buffer Tris·HCI SOmM, pH 8.5. La enzima fue elulda con un gradienle de KCI (O· 0.5 M), en Tris·HCL 50 mM pH8.5. 
1 U= 1 µmol de ácido trans·cinámico formado por minuto, a 30 °c. 
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FIGL.RA 6. Purificación de Ja enzima fenilalanina amonio-liasa por cromatografía de 
intercambio iónico en DE'\E-Sepbacel. La cromatografía se desarrollo con un amorti
guador de Tris-HCJ 50m.M. pH 8.5. La proteína se eluyó con un gradiente de KCL de 
0-0.5 ~!. (-) proleína; (0) acti\'idad enzimática. 

Por otra parte, Ja enzima que se recupera de Ja columna, presenta una baja estabilidad; des

pués de tres días de estar almacenada a 4 ºC en Tris-HCI 50mM (pH 8.5), se pierde el 50 % 

de su acti\'idad inicial. Estos resultados demuestran nue\'amente Jos problemas de inestabili

dad intrínseca de Ja enzima. Jos cuales se presentan desde su producción hasta, Ja aplicación · 

de Ja misma. Aparentemente Ja desactivación de Ja enzima se debe a que esta se encuentra 

mucho más pura, Jo cual Ja hace más inestable. Los resultados sugieren el planteamiento de 

una estrategia mediante Ja cual se pueda estabilizar a Ja enzima durante su purificación. 
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6.3.2. Cromatografía de intercambio iónico en presencia de glicerina 

6.3.2.1. Estabilización parcial de la fenilalanina amonio-liasa 

Para mejorar la estabilidad de la enzima durante el proceso de purificación se decidió estu

diar la posibilidad de utilizar un agente estabilizante durante la cromatografía de intercam

bio iónico, etapa donde se presentan las mayores pérdidas de actil'idad de la enzima. Evans 

et al. [12) realizando un estudio de estabilización de la enzima PAL durante el proceso de 

producción de L-fenilalanina, encontraron que el alginato, el glutaraldehído y alcohóles poli

hídricos como la glicerina, sorbitol y polietilenglicol fueron estabilizadores efectivos de la 

fenilalanina amonio-liasa. De dichos agentes se seleccionó polietilenglicol (PEG), glutaral

dehfdo y glicerina como posibles estabilizadores de la enzima 

Para estudiar el efecto estabilizante de los compuestos antes mencionados, fué necesario 

llevar a cabo primero un estudio sobre la desactivación de la enzima. Este ensayo se realizó 

en condiciones drásticas con el fin de reducir los tiempos de experimentación. Lo anterior 

se realizó con la finalidad de seleccionar una temperatura que acelere los procesos de desac

tivación de la enzima y de esta manera estudiar en tiempos cortos el efecto estabilizante del 

glutaraldehído, PEG y la glicerina. Para dicho experimento, la enzima del extracto celular 

contenida en Tris-HCl SOmM (pH 8.5) fué sometida primero a un estudio de desactivación a 

diferentes temperaturas de almacenamiento: 40, 50 y 60ºC. Los perfiles de actividad obteni

dos durante la desactivación por tratamiento térmico se muestran en la Fig 7 donde puede 

constatarse que la enzima a 60 °c pierde prác-

ticamente toda la actividad en dos horas. El 

proceso de desactivación de la enzima bajo es

ta~ condiciones de almacenamiento sigue un 

modelo cinético de desactivación de orden 

cero. 

De estos resultados se seleccionó 60ºC para 

evaluar el efecto estabilizante que tienen la gli

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

glutaraldehído al 0.5% (v/v). La concentra

ción utilizada de cada uno de los aditivos en 

este experimento, fué la misma que se utilizó 

para los estudios de estabilidad realizados por 

Evans et al. [12]. 
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En las Fig. 8 se presentan los resultados 

de estos estudios, demostrandose que el 

PEO acelera la desactivación de la feni

lalanina amonio-liasa de S. pararoseus, 

y el glutaraldehído la desactiva prácti

camente en forma instantánea. Sin em

bargo la glicerina, presentó un efecto 

positivo sobre la estabilidad de la enzi

ma. Dicho efecto se mantiene cuando 

se trabaja a una concentración mayor o 

igual al 20%. 

La desactivación de la fenilalanina 

amonio-liasa a diferentes temperaturas 

y en presencia de los diversos estabili

zantes fué cuantificada en términos de 

una constante de desactivación, calcula

da a partir de la ecuación derivada de 

un modelo cinético de desactivación 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 ºC se incrementa 

aproximadamente en un 50% en pre

sencia de este efector. 

De estos estudios realizados, se decidió 

incluir en el eluyente para la cromato

grafía de intercambio iónico, glicerina 

al 20 o/e como agente estabilizante con 

la finalidad de estabilizar a la enzima 

durante y después de esta etapa de puri

ficación. 

Resu/Jados y Discusumes 

0,25 

0,2 

~ 0,15 

2 
UJ 0,1 

0,05 

o 
o 0,5 1,5 2 2,5 

Tiempo de almacenamiento (hrs) 

FIGURA 8. Efecto de dh·crsos efectores ca la estabilidad 
de la fcoilalaoina amooio-liasa durante su desactivación 

a 60 ºC. Glicerina 30% (e); PEG 0.5% (D ), 2% (• ); 
control, la enzima en Tris-BCI SOmM pH 8.5 (O). 

TABLA 8 
Efecto de algunos aditi\'OS en la estabilidad de la enzima 

fenilalanina amonio-Iiasa. 

Constante de 
Condición Vida media desacti,·ación 

t112( h) k (l:.'ml h) 

En Tris-HCL 50 mM pH 8.5 
a diferentes temperaturas. 

50°C 10.16 0.0123 

60°C 0.78 0.1600 

En presencia de glicerina y 

PEGa60 ºc. 
Glicerina al 30 % 1.4 0.0896 

PEG0.5 % 0.5 0.2500 

PEG2% 0.5 0.2500 
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6.3.2.2. Cromatografía de Intercambio iónico: enzima recuperada por precipitación 
con (NH 4)2 so4. 

La enzima concentrada a través de precipitación con sulfato de amonio se redisolvió en una 

solución amortiguadora de Tris-HCI 50 mM, pH 8.5 conteniendo '.!0% de glicerina. Un 

volumen (14 mi) de la solución anterior se alimentó a una columna de DEAE-Sephacel, 

previamente equilibrada incluyendo glicerina como agente estabilizante. Los resultados de 

purificación en presencia de glicerina, se presentan en la Tabla 9, habiéndose encontrado Ja 

fenilalanina amonio-liasa en varias fracciones las cuales eluyen con un rango de concentra

ción de O - 0.20 de KCl aproximadamente. El perfil de elución se muestra en la Fig 9. 

TABL<\ 9 
Resumen de purificación de la enzima PAL, en presencia de Glicerina. 

Volu- Proteína Proteí- Acti\'idad u Acti\'idad \'eces de Rendi· 
Etapa men (mg.mJ) na total enzimática totales espccffica purifi- miento 

(ml) (mg) (U/mi) (U/mgprot.) cación (%) 

1. Extracto celular 100 2.36 236 0.27 27 0.09 100 

2.C'H4hS04 (30%-60%) 14 6.41 89.7 1.6 22.4 0.25 2.7 83 

3. DEAE Sephacel 

F27 4.8 0.99 4.7 0.16 0.76 0.17 1.8 2.8 

F28 4.8 1.05 5 0.83 3.98 0.79 8.8 14.7 

F29 4.8 l.14 5.5 1.27 6.1 1.11 12 22.6 

F30 4.8 1.J 1 53 0.9 4.32 0.82 9.1 16 

F31 4.8 0.87 4.2 0.4 1.9 0.46 5.1 7 

17 global_. 63.J 

La cromatografia de Intercambio lónlco se llevó a cabo en una columna de DEAE·Sephacel (1.5 x 20 cm) equilibrada con Tris·HCI 
SOmM, pH 8.5 conteniendo glicerina al 20%, como agente establiizante. La enzima fUé elu!da con un gradiente de KCI (O· 0.5 M), 
en Tr~·HCL 50 mM pHB.5 y glicerina al 20%. 

Al comparar los resultados de la Tabla 9 con la purificación reportada en la Tabla 7, se 

puede concluir que el uso de glicerina aumenta el rendimiento global (de 30% a 60%), recu

perándose alrededor del 75% de la enzima cargada a la columna. Además 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 eluír sin el efector. De hecho, no se detecta disminución en la 

acti\'idad de la enzima almacenada a 4 ºC en Tris-HCl 50 mM (pH 8.5) en presencia de 

glicerina al 20% durante un mes. 
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FIGURA 9. Purificación de la enzima fenilalanina amonio-liasa por cromatografía de inter
cambio iónico en DEAE-Sephacel. La cromatagrafía se desarrolló con un amortiguador 
de Tris-HCl 50 mM, pH 8.5 conteniendo 20% (\'/\')de glicerina. La proteína se eluyó con 
un gradiente de KCl de 0-0.5 M. (-)proteína; (O) acti\'idad enzimática. 

A pesar de que el proceso es eficiente 

en términos de recuperación de la en

zima. el grado de purificación es bajo. 

Esto se puede observar con mayor de

talle en la Fig 1 O, donde se presenta 

un análisis en gel de poliacrilamida de 

diferentes muestras de la enzima, así 

como de las fracciones que presenta

ron la mayor actividad enzimática. 

Como se puede observar, en las frac

ciones de mayor actividad (C (27), D 

(28). EC:?9). F(30) y G (31)) la cantidad de 

proteínas presentes es aún muy am

plio. Para incrementar el grado de 

purificación de la enzima, se modificó 

el rango del gradiente de KCI. 

A B C DE F G _.,.""_,. ... ~. ,..,~ 

'
'.i•-= ••• - - ..... 

.. ~ ¡,:• 

FIGURA 1 O. Análisis de la PAL parcialmente purificada, 
por electroforésis (SDS-PAGE) en gel de poliacrilamida· 
SDS-PAG E al 10%. Enzima de la fracción 30-60% 
(NH4)2S04 (A), Extracto celular (B) y Cromatografía de 

intercambio iónico (C, D, E, F y G). 
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Considerando que la enzima el u ye con un rango de concentración de 0.1 O M a 0.20 M de 

KCI (Figura 6) se decidió modificar el gradiente, restringíendolo de 0-0.5 M a O - 0.30 M. 

Esta modificación incrementó el grado de resolución del sistema; el análisis de acti\'idad en 

las fracciones obtenidas de la cromatografía bajo dichas condiciones, demostró que la enzi-

ma se logró purificar 32 veces con respecto a la inicial como puede constatarse en la Tabla 

10. En la Fig 11 se presenta el perfil de clución de la cromatografía en DEAE-Sephacel 

obtenido cuando se modifica el gradiente de elución. 

TABLAIO 

Resumen de purificación de Ja enzima fcnilalanina amonio·liasa de S. pararese1L< . 

Volumen Protelna Protefna Actividad u Actividad Veces de Rendi· 
Etapa (mi) (mg/ml) total Enzimática totales Especifica purifi· miento 

(mg) (U/mi) ( U/mg de protelna) cación (%) 

xtracto 
celular 500 2.54 1270 0.19 95 0.073 100 

2.(NH4)-¿S04 
65 6.43 418 1.43 92 0.22 3 96.8 

30%·60% 
3. DEAE 

Sephacel 

F64 3.2 NO 0.36 1.28 NO 1.34 

F65 3 NO 0.53 1.6 NO 1.68 

F66 3.7 NO 0.9 3.7 NO 3.89 

F67 3.2 NO 1.2 3.84 NO 4.0l 
F68 3.5 NO 1.63 5.72 NO 6.CX2 
F69 4 0.75 3 1.76 7.1 2.32 32 7.5 
F70 7 1.04 7.3 1.67 11.67 1.6 22 12.2 
F71 4.3 NO 1.33 5.73 NO 6.03 
F72 4.4 NO 0.97 4.25 NO 4.47 
F73 4 NO 0.53 2.13 NO 2.24 
F74 4.5 NO 0.36 1.65 NO 1.73 

48.67 global - 51.14 

La cromatografía de intercambio iónico, se llevó a cabo en una columna de OEAE·Sephacel (1.5x 55 cm) equilibrada con 
buffer Tris·HCI SOmM, pH 8.5, conteniendo glicerina al 20%, como agente establlizante. La enzima tué eluida con un gra· 
diente de KCI (O -0.3 M). en Tris·HCL so mM pHB.5. y glicerina al 20%. 
NO = no se determinó 

A pesar de los avances obtenidos en la estabilización parcial y el incremento en el grado de 

purificación de la enzima, los rendimientos del sistema de purificación no son atracti\'OS 

para un proceso tendiente a la producción 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 iónico e interfieren en el desarrollo de la cromato

grafía, 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. Purificación de la enzima fenilalanina amonio-liasa por cromalografla de in1crcam
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Resultados y Discuswncs 

6.3.2.3. Cromatografía de intercambio iónico: enzima recuperada 
por precipitación ácida 

La enzima (60 mi) del sobrenadante de la precipitación ácida previamente dializado en una 

membrana tipo AMICON (HlPlOO-'.!O), se trató en una columna de DEAE-Sephacel. En la 

Tabla 11 se presenta un resumen de los resultados obtenidos en el proceso de purificación. 

TABLA 11 
Resumen de purificación de la enzima fenilalanina amonio-liasa recuperada por precipitación ácida. 

Volumen Proteína Proteína Actividad Acti\·idad Veces de Rendi-

Elapa 
(mi) (mg'ml) total Enzimática u Específica purifi- rrtiento 

(mg) (U/mi) totales (U/mg de protelna) cación ('i<) 

l. ~tracto celular 608 4.66 2833.28 0.106 64.45 0.023 100 

2. Sobrenadante de la 
624 O.S4 524.16 0.104 64.89 0.123 5.38 100 precipitación ácida 

3. Ultrafiltración 175 2.90 507.50 0,37 64.75 0.128 5.56 100 
en membrana 
AMlCOS (HlPl00-20) 

4. DEAE Sephacel. 
volumen de carga (60 mi). 2.90 174.0 0.37 22.20 0.128 5.56 100 

Fracciones 
Fll9 3 0.67 20 0.54 1.62 0.82 35.6 

FllO- Fl27 54 0.46 24.80 0.33 17.82 0.72 31.3 80.27 

La cromatografía de intercambio iónico se llevó a cabo en una columna de DEAE-Sephacel (l.5x 55 cm) equilibrada 
con buííer Tris-HCI 50mM, pH 8.5. conteniendo glicerina al 20%, como agente estabilizantc. La enzima íué cluída 
con un gradiente de KCI (O· 0.3 ~1). en Tris·HCL 50 mh·i pHS.5 )' g]icerina al 20%. 

Como puede observarse, mediante este procedimiento se logró aumentar el rendimiento del 

proceso. Adicionalmente el proceso es más sencillo de implementar y sobre todo elimina el 

problema de la presencia de compuestos tipo carotenoide en la fracción que entra a la 

columna. Además permite obtener una muestra con un menor número de proteínas contami

nantes disminuyendo la carga de la siguiente etapa de purificación. En la Fig 12, se presen

ta el perfil de elución para la cromatografía de intercambio iónico. Un aspecto interesante es 

la homogeneidad que presentan la mayoría de las fracciones de mayor actividad con res

pecto al número de proteínas. Por otro lado, la recuperación de la enzima por precipitación 

ácida y la purificación por cromatografía de intercambio iónico permiten obtener a la enzima 

fenilalanina amonio-liasa con un alto grado de pureza, como se puede observar en la Fig 

J3a. Donde se presenta el perfíl electroforético en gel de poliacrilamida, de la fracciones de 

mayor actividad obtenidas por cromatografía. 
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FIGURA 12. l'erlil de elución y actividad enzin1á1ica en la 1mrificaci6n de la en1fom 
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gradienlc de KCI (0-0.3 M). ( -) l'rolclna, (O) activii~ul c117Jmática. 

~ 
;:: 

[ 
5i 
" ti e;· 
!! 
!; 
;;· 
" ~ 



ResulUJdos y Discusiones 

6.3.2.4. Análisis de la enzima por densitometría 

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 realizó un análisis más detallado de las frac

ciones obtenidas durante la cromatografía Las muestras de enzima parcialmente purificada, 

fueron sometidas a un estudio de electroforesis (SDS-PAGE) en gel de poliacrilamida. En la 

Figura 12, se presenta el patrón de bandeo de dos de las corridas obtenidas durante la purifi

cación de la enzima. Posteriormente el patrón de bandeo fué analizado en un analizador de 

imágenes (Bio lmage Application, de MILLIPORE). Este sistema permite estimar entre otros 

parámetros, el nivel de pureza de una banda con base en la densidad óptica característica de 

dicha banda comparada con la densidad total. El análisis mostró que la pureza de la enzi~a 

en el ultrafiltrado es aproximadamente de un 17 o/o y de alrededor del 62% después de la 

purificación por cromatografía de intercambio iónico (Figura 13 a). Mediante algunos 

ajustes en el desarrollo de la cromatografía de intercambio iónico, la capacidad de resolución 

de la columna, carga de enzima y en el desarrollo del gradiente. La estrategia de purifica

ción antes descrita permite obtener una solución de enzima con una actividad específica de 

alredededor de 1.5 U/mg de proteína con un grado de pureza cercano al 90% (Figura 13 b). 
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AGURA 13. Análisis de la 
fenilalanina amonio-liasa pa
racialmente purificada, por 
electroforésis (SDS-PAGE) en 
gel de poliacrilamida al 10%. 

Fig. 13a Enzima obtenida, 
por precipitación isoeléctrica 
(A): ultrafiltrada (B); del 
extracto celular (C); purifica
da por cromatografía de 
intercambio iónico(D.F,G.H. l) 

Fig. 13b Marcadores de peso 
molecular (A): enzima ultra
filtrada (B) y enzima parcial
mente purificada por croma
tografía de intercambio ióni· 
co (C,D,E.F,G.H). 



Resullados y Discusiones 

6.4. Comparación relativa del proceso de purificación de la enzima de S. pararoseus. 

Para finalizar la etapa de purificación de este trabajo de investigación, se presenta un análisis 

de los diferentes procesos de purificación reportados en la literatura para Ja enzima PAL y 

el desarrollado en el laboratorio previamente descrito para la enzima de S. pararoseus. 

Es difícil hacer una comparación en términos económicos entre los diferentes procesos 

reportados y el proceso desarrollado en el laboratorio, por la escasa información existente y 

sobre todo por los diferentes objetivos buscados en cada caso. Cabe mencionar que el 

proceso desarrollado para la purificación de la enzima de S. pararoseus , fué realizado con 

la finalidad de obtener una solución enzimática y utilizarla en el desarrollo de un biocataliza

dor con la enzima inmovilizada por enlace cornlente, donde es importante un elevado nivel 

el grado de pureza de la solución enzimática a inmovilizar. 

Debido a lo anterior, se decidió realizar una comparación relativa en base a los datos de 

purificación reportados, tales como el grado de purificación y el rendimiento alcanzado al 

final del proceso, así como el número de etapas involucradas. Con este objeto se presenta un 

resúmen donde se presentan los principales datos de purificación reportados para cada 

proceso (Tabla l'.?). 

TABLA 12. 
Comparación relaÚ\'a de los procesos de purificación reponados para Ja Fenilalanina amonio-Iiasa y 

el desarrollado en el laboratorio. 

Acti\•idad Acti\•idad Faclor Número 
~ficroorganismo específica específica de de etapas de Rendimiento Reí 

inicial final purificación puriíicación (%) 

{Ulmg prol) (U mg prol) 

Rlwdororula gluri11is 
0559 0.01 2.6 260 4 28 25 

Rhodororula glurinis 
0.022 I.07 48 6 17 28 ATCC 15385 

Rhi:.octonia so/ani 0.003 0.68 227 4 17.9 49 

Streptomyces \'erticillaJus 
0.0005 0.0201 40 5 9 50 ATCC 13495 

Sporobolomyces pararoseus 0.003 J.310 436 6 47 51 

Sporidiobo/us pararoseus 0.023 0.72 31 2 80 
!"RRL-Y.5484. (Este trabajo) 
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En cuanto al número y características de las etapas involucradas en los diferentes procesos 

de purificación, es e\'idente que el proceso de purificación propuesto en este trabajo resulta 

bastante práctico y atractivo desde el punto de \'ista económico, pués sólo in\'olucra una sóla 

etapa de recuperación (la precipitación ácida) pre\'ia a la purificación por cromatografía. En 

cambio, los procesos analizados incluyen como mínimo 4 etapas de recuperación de la 

enzima, lo que sin duda repercute en el costo del proceso. 

Con respecto a la actividad específica de la mezcla de fracciones obtenidas con el proceso 

de purificación desarrollado en este trabajo, resulta baja comparada con la de algunas otras 

fuentes (Tabla'.?). Sin embargo, esto es un punto que no depende estrictamente del proceso 

de purificación sino de la fuente misma. En este sentido cabe mencionar que de acuerdo al 

análisis electroforetico de la enzima parcialmente purificada, el grado de purificación obteni

do mediante dicho proceso es bastante aceptable ( ver resultados y discusión). Aunado a lo 

anterior, el proceso permite obtener un alto grado de recuperación de la enzima: aproxima

damente el doble con respecto a los obtenidos con los demas procesos. Los anterior permite 

suponer que mediante la optimización del proceso en general, es posible lograr mejores 

resultados, y de esta manera hacerlo más competiti\'o. 

En términos generales, el proceso de purificación desarrollado en el laboratorio resulta inter

esante principalmente por el método de recuperación de la enzima. Debido a que es rápido, 

de fácil 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

ción de la enzima) y de esta manera evitar un paso de centrifugación en el proceso. 

Finalmente, podemos concuir que mediante el proceso de purificación desarrollado fué 

posible obtener una solución de la fenilalanina amonio-liasa con las características apropia

das ( estabilidad, pureza) para ser inmovilizada por enlace covalente. 
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7. Caracterización cinética y tisicoquímica de la enzima parcialmente purificada 

Las propiedades cinéticas y fisicoquímicas de la enzima PAL de S. pararoseus han sido 

pre\'iamente determinadas en células completas [14); a continuación, se describe la caracte

rización de la enzima soluble, parcialmente purificada. 

7.1 pH y Temperatura óptimos de reacción 

Con Ja finalidad de determinar el rnlor de pH óptimo para la reacción de desaminación ca

talizada por la enzima, se determinó la actividad bajo diferentes condiciones de pH en un 

rango de 7 a 10.5. En la Figura 14, se presenta el perfil de acti\'idad de la enzima soluble en 

función del pH de la solución. 
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AGURA 14. Efecto del pH en la acti\'idad de la enzima fenilalanina amonio
liasa. Los ensayos se lle\'aron a cabo en Tris-HCI 50 mM, con 0.0074 U/ml 
de enzima y 5 mM de fenilalanina. 

La mayor acti\'idad de la enzima se obtiene en medio alcalino. El pH óptimo de reacción 

encontrado para enzima soluble se encuentra en el rango de 8.5 a 9.0 semejante al determi

nado en células completas (8.8). 
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Para determinar la temperatura óptima de reacción de la enzima soluble, se determinó la 

actividad de la enzima en un rango de temperatura de 30 a 75 ºC. En la Figura 15 se 

presenta el perfil de actividad en función de la temperatura, donde puede observarse que la 

temperatura óptima se encuentra alrededor de Jos 65 ºC. Dicho parámetro fué diferente a lo 

reportado para la enzima de células completas ( 50 - 55 ºC) Jo que resulta interesante desde 

el punto de vista de su aplicación idustrial. 
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flGURA JS. Efecto de Ja temperatura en Ja \'eJocidad 
de reacción de Ja enzima fenilalanina amonio-Iiasa 
parcialmente purificada. En el ensayo se utilizaron 
0.0074 Uíml de enzima, fenilalanina 4.2 mM en 
Tris-HCI 50 mM pH 8.5. 

Por otra parte se calculó la energía de actirnción a partir de los datos de actividad y tempera

tura de acuerdo a la gráfica de Arrhenius (Figura 16 ) obteniendose un miar de 7809 

cal/mol. 
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FIGL'RA J 6. Representación gráfica de Ja ecuación de 
Arrhenius para la enzima feniJalanina amonio-liasa 
de Ja Jerndura S. pararoseus. 
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7.2 Parámetros cinéticos 

En la caracterización cinética de la enzima se efectuó primeramente la medición de veloci-
1 

dades de reacción a diferentes concentrac¡ones de sustrato; posteriormente se hizo el proce-

samiento de los datos experimentales y eJlajuste al modelo cinético de Michaelis-Menten. 

Para la ernluación de los parámetros cinélicos Km y \"ma~ del modelo de Michaelis-Menten, 

se fijó una concentración de enzima parcialmente purificada de 0.01123 mg/ml en el medio 

de reacción y se utilizó .un intervalo de c?ncentración de fenilalanina que va de O. !O mM a 

10 mM. Aunque la temperatura optima de reacción fué de 65 ºC, los parámetros cinéticos 

fueron determinados a 30°C y 40°C poJ los problemas de estabilidad de la enzima. Se 

evaluaron las diferentes velocidades de reacción en los experimentos y se refirieron a la 

cantidad de enzima presente (U/mg de pr~tefna). En la Tabla 13 se presentan los ,·aJores de 

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

sustrato. 

TABLA 13 
\"elocidades de reacción de la fenilalanina 

amonioliasa, a diferentes conc~.cntracioncs de 
fenilalanina*. 

S* \'o (µmol / min . mg proteína) 

(m.\!) 3oºc 40°C 

0.1 0.333 0.394 

o.:.s 0.515 0.745 

0.5 0.707 1.038 

0.75 0.873 1.264 

0.971 1.526 

1.5 1.104 1.675 

1.163 1.781 

4 1.434 2.162 

6 J.45 2.461 

10 1.536 2.627 
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AGURA 17. Gráfica de la cinética de la enzjma 
fenitalanina amonio-liasa correspondiente a los 

datos de la Tabla 13. (0 )30 °Cy(<'.J)40 ºe 

En la Figura 17 se presenta el efecto de la concentración de sustrato en la velocidad de 

reacción inicial de la enzima fenilalanina amonio-Iiasa. Como puede observarse los datos 

experimentales describen una cinética de ti oo Michaclis-Mcnten. 
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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 parámetros cinéticos a través de la linearización de los datos, de acuerdo a la 

ecuación de Lineaweaver-Burk: IN= Km!Vma" ( ll[S]) + 11 Vma.,.. 

~ 4 
.!: 
E 

3 

~~ ' o 
E 
3 2 .~~ > 

-4 -2 o 2 4 6 8 10 12 

11s CmMr 1 

FJGt..:RA 18. Gráfica de lineariz.ación de Ja ecuación de Micbaelis-Menten 

segun el modelo de Lineawcaver Burk. (0) 30 °c y ( Ol 40 °c 

Los valores para \'max y Km son respectivamente: 1.320 µmol/min mg proteína y 0.3142 

mM a 30 ºC y 2.266 µmol/min mg proteína y 0.485 mM a 40 ºC; 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 caracterización fisicoquímica y cinética de la enzima fenilalanina amonio-liasa parcial

mente purificada, así como los reportados para la enzima de células completas. 

TABLA 14 
Constantes cinéticas de Ja enzima fenilalanina amonio-liasa de S.pararose1<s • 

pH óptimo Temperatura Km (mM) Energía de 
Enzima de reacción óptima de reacción 30 "e 40 ºC acti,•ación (llE) 

PAL de S. pararoseus 
parcialmente purificada 8.5-9.0 65 "e 0.3142 0.4850 7809 cal/mol 

PAL de Células completas 
de S. pararoseus. * 8.8 50 -55°c 0.484 6870 cal/mol 

•¡1-11 
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8. Inmovilización de la 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 contínuos, se 

decidió inmo\'ilizarla por enlace covalente a dos soporte enzimáticos: sflica pororosa activa

da con glutaraldehído (Spherosil), y El'PERGIT e una resina oxirano-acn1ica, ambos reporta

dos para la inmovilización de enzimas [39,44). 

8.1. Inmovilización en sílica porosa ( Spherosil). 

El área específica de Ja sílica, es un parámetro importante a considerar para la inmoviliza

ción con este tipo de soporte enzimático; para muchas enzimas, el área específica óptima se 

encuentra en un rango de 30-100 m2/g. A mayor área específica de superficie, se tienen 

tamaños de poro más pequeños y por lo tanto existe un tamaño límite a partir del cual se 

presentan problemas difusionales importantes tanto en el proceso mismo de inmo\'ilización 

como en el proceso de conYersión del sustrato. (39) 

La fenilalanina amonio-liasa fué inmo\'ilizada en sílica de diferentes porosidades. La inmo

vilización de la enzima se llevó 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 sJ1ica se pusieron en contacto con 8 mi de una preparación de enzima parcialmente 

purificada conteniendo 0.125 U/mi. 

Los parámetros evaluados en éste método de inmovilización fueron: la actividad de Ja enzi

ma inmo,·iiizada al soporte reportada como actividad específica (U/gramo de catalizador 

base seca), la carga de proteína, la eficiencia específica de inmovilización y la eficiencia 

global de inmovilización. 

La eficiencia específica de inmovilización representa la actividad que expresa la enzima \mi

da al soporte y representa el % de la acti\'idad que desaparese del medio de reacción después 

de un período de inmo\'ilización. Dicho parámetro se calculó con la siguiente ecuación: 

AES 
Eficiencia específca ('i!:) =---- x 100 

ATS 

Donde: 
AES = acth·idad enDmática medida e~perimentalmente en el soporte 

después de la irunoviliwción (U totales). 
ATS =actividad enzimática teóricamente inmovilizada. basada en la 

desaparición de enzima del sobrcnadantc (U totales). 
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La eficiencia global de inmovilización representa el % de la actividad inicial (que se enfren

ta al soporte) que se expresa en forma inmovilizada y se calcula con la siguiente ecuación: 

Donde: 

Asopone 
Eficiencia global (%) = ---- x 100 

A inicial EC.7 

Asopone = acti \'idad enzimática medida experimentalmente en el soporte 
después de Ja inmo\'ilización (U totales). 

Ainicial = acti\'idad enzimática que se enfrenta al soporte (U totales). 

En la Figura 19 se presentan los resultados obtenidos de la inmovilización utilizando sílicas 

de diferente área específica (6, 122 y 445 m2/g). Donde se puede constatar que para Ja in

movilización de la enzima fenilalanina amonio-liasa se requiere de una sflica de baja área 

específica. 

6 122 445 

área especifica (m2/g soporte) 

25 

20 ~ 

ñi 
15 .g 

O> 

"' 10 ·g 
·~ 

5 tij 
FJGURA 19. Efecto del área específica, 
sobre Ja expresión y acti\·idad de Ja enzima 
fcnilalanina amonio-liasa inmm·ilizada. (0) 
acti\'idad del catalizador; (e) proteína inmo
\'ilizada y (0 ) % de expresión de Ja enzima 
inmo\'ilizada. 

Al analizar la Fig 19 y Tabla 15 donde se presenta un resumen de los resultados obtenidos 

en este esperimento, se desprenden las siguientes conclusiones: a) el soporte más adecuado 

es el de menor área específica, pues permiter obtener 2.3 U/g catalizador; b) Al incrementar 

el área a 122 m2/g se inmoviliza menos proteína pero más enzima, lo que puede deberse a 

diferencias en el tamaño de estas ( la enzima puede inmovilizarse en el interior de la particu

la pero las proteínas contaminantes no). Sin embargo la eficiencia específca es muy baja, 

pues la enzima inmovilizada al interior no es activa probablemente por algun bloqueo del si
tio acti,·o. 
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TABLA 15 
Efecto del área específica en la inmo\'ilización de la fenilalanina 

amonio-liasa en sílica porosa 

A rea Proteína Actil'idad teórica Actil'idad Eficiencia Eficiencia 
Especifica lnmO\·ilizada ª inmo\'ilizada b Especifica específica 

(m2/g) (mg) (%) (Utotalcs) ( % ) (U/g catalizador) (%) 

6 0.58 44.6 0.24 24.0 2.3 95.8 

122 0.40 30.7 0.46 46.0 1.3 28.2 

445 N.D o o o o 

En todos los casos se utilizaron 100 mg de sflica: se enfrentaron con 1 Unidad total equi\'alente 
a 1.3 mg de proteína 
a) Diferencia de concentración de proteína en el sobrcnadante; 

global 
(%) 

23.0 

13.0 

o 

b) Calculada a partir de la acti\"idad que desaparc.sc del sobrenadantc despues de Ja inmol'ilización. 
La reacción se llevó a cabo en un volumen de 8 mi 

En un segundo experimento se estudió el efecto que tiene la carga de enzima sobre la acth·i

dad de la enzima inmovilizada y la eficiencia específica de inmovilización, inmovilizando a 

la enzima en sflica porosa de 6 m 2/g de área específica. Como se puede observar en la Tabla 

16 la concentración de proteína y la carga de enzima son dos variables importantes que 

afectan la actividad específica del catalizador y la eficiencia global de inmovilización. Es 

importante resaltar que éste método de inmovilización 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 reacción de inmovilización, como lo muestra la alta 

eficiencia específica (95.8 'i!:). 

TABLA 16 
Efecto de la concentración de proteína en la inmo,·iiización de la fcnilalanina 

amonio-liasa en sílica porosa (6 m 2:g) 

Proteína Actil'idad Actil"idad Proteína Acti\'idad teórica Acth·idad Eficiencia 
(mg) inicial Especifica Inmo\'ilizada8 inmol'ilizada b Especílica especmca 

(U totales) (U/mg proteína) (mg) (%) (Utotales) ( % ) (U/g catalizador) (%) 

0.3 0.31 1.05 0.24 80.0 0.16 51.6 0.06 37.5 

0.5 0.52 1.05 0.:3 46.0 0.19 36.5 1.14 60.0 

J.3 0.77 0.58 44.6 0.24 24.0 2.3 95.8 

En tcxlos Jos casos se utilizaron 100 mg de sílica 
a) Diferencia de Concentración de proteína en el sobrcnadantc 
b) Calculada a partir de la acth·idad que desaparcse del sobrcnadante de.spues de la inmovilización. 
La reacción se Jlc\·ó a cabo en un \"olumen de 8 mi. 
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8.2. Inmovilización en una resina oxirano-acrílica ( EUPERGIT e) 

Uno de los parámetros de mayor importancia en el acoplamiento de proteínas con la resina 

oxirano acrílica (EUPERGIT C) es la concentración de fosfatos en el medio de reacción. La 

literatura reporta que para la inmol'ilización de la enzima penicilino acilasa en VA-Epoxi BIO· 

SC\TH, soporte enzimático que presenta el mismo grupo espaciador que EUPERGIT e, la 

concentración y el pH del amortiguador de fosfatos que se emplea durante el acoplamiento 

de la enzima influyen sobre la actividad específica del catalizador obtenido [45]. A más 

bajas concentraciones de fosfatos (0.5 M), la actividad del catalizador de penicilino acilasa 

depende fuertemente del pH, mientras que a concentraciones altas (1.5 M) se vuelve inde

pendiente. En la técnica de inmovilización con EUPERGIT e se recomienda llevar a cabo la 

reacción de inmovilización en amortiguador de fosfatos lM, pH 8 y a temperatura ambiente. 

Con la finalidad de encontrar las mejores condiciones para el acoplamiento de la fenillalani

na amonio-liasa a la resina epoxiacrílica, se estudió el efecto de la concentración de fosfatos 

en la actividad y expresión de la enzima inmovilizada. La enzima fenilalanina amonio-liasa 

fué inmovilizada a diferentes concentraciones de fosfatos y en presencia de glicerina al 20% 

como agente estabilizante. En cada caso se utilizaron 100 mg de EUPERGITC de 24-48 m2/g 

de área específica. Los r.esultados obtenidos se presentan en la Fig 20, donde se puede 

observar que los mejores resultados de 

actividad específica y eficiencia global se 

obtienen cuando se trabaja con una 

concentración de fosfatos 0.5 M durante la 

inmovilización de la enzima. 

Un resumen más detallado de estos resul

tados se presenta en la Tabla 17. En esta 

se puede constatar que a concentraciones 

de fosfatos menor o mayor a 0.5 M se ob

tienen catalizadores con una menor acti

vidad específica, lo cual demuestra la 

importancia que tiene la concentración 

del amortiguador de fosfatos (ó fuerza 

iónica) en la eficiencia global de inmol'i

lización y actividad de la enzima fenilala

nina amonio-liasa inmovilizada. 
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FIGURA 20. Efecto de Ja concentración de fosfatos en 
la acth'idad específica de Ja enzima fcrúlalanina amo
nio-liasa inmo\'ilizada en EUPEGIT C. ( 0) acth•idad del 
catalizador; ( :J) eficiencia global. 
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TABLA 17 
lruno\'ilización de Ja fenilalanina amonio-liasa por enlace co\'alente 

en una resina oxirano-acrílica 

Conccn-
tración de 
Fosíatos 
(Ml 

0.1 

0.5 

0.5 

Proteína 
(mg) 

1.3 

1.3 

1.8 

1.8 

Acti\'idad 
inicial 
CU> 

1.7 

1.7 

Proteína 

Jnmm•ilizada8 

(mg) (%) 

0.87 67.0 

1.0 77.0 

1.35 75.0 

0.80 -14.0 

Acti\•idad teórica 

inmm·ilizada b 
(Utotalcs) ( % ) 

0.37 

0.76 

1.20 

0.91 

37.0 

76.0 

70.6 

53.5 

En tOOos los casos se utilizaron l 00 mg de EUPERGJT C. 
a) Diferencia de concentración de proteína en el sobrenadante 

Acti\•idad 
Específica 

(U/gsopor) 

0.96 

5.48 

5.88 

4.04 

Eficiencia 
específica 

(%) 

26.0 

72.1 

49.0 

-14.4 

Eficiencia 
global 
(%) 

9.6 

54.8 

34.6 

23.7 

b) Calculada a panir de Ja actividad que desaparcse del sobrenadante despues de Ja iruno\·ilización. 
La reacción se llevó a cabo en un volumen de 8 mi. 

En este método de inmovilización, la actividad específica del catalizador es independiente 

de la carga de enzima utilizada en la reacción de acoplamiento. Lo anterior se estudió 

cuando se enfrentaron lU y 1.7 U con 100 mg de soporte respectivamente, utilizando la 

misma concentración de fosfato en el medio de reacción (Tabla 17). 

Sin duda alguna para el caso particular de la inmm·iJización de fenilalanina amonio-liasa en 

EUPERGIT C, Ja concentración del amortiguador de fosfatos utilizada para Ja inmo\"iliza

ción es un parámetro 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 inmo\'ilización en 

Spherosil y EUPERGITC, fueron sometidos a un estudio de estabilidad operacional. Se reali

zaron 15 reacciones en lotes de 25 minutos a 30 ºC con ambos catalizadores. Después de 

cada lote de reacción, el catalizador fué lavado con suficiente Tris-HCl 0.1 M, pH 8.5 antes 

de iniciar un nuevo lote de reacción. Los resultados obtenidos de este estudio se presentan 

en la Figura 21. 
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AGL'RA 21. Estabilidad operacional de los biocatalizadores de PAL. Se 
desarrollaron 15 lotes de reacción (de 25 minutos) con 1.25 % (p/,•) de 

fenilalanina en Tris-HCI 0.1 M pH 8.5. a 30 ºc. (O) enzima inmo\'ili· 
zada en EUPERGIT C. 0,03 g peso húmedo y 1.895 Ulg de acú,.idad es· 
pecífica; (O ) enzima inmo\•ilizada en Spherosil. 0.0596 g peso húmedo 
y 0.450 U 1 g catalizador. 

En esta figura se puede observar que la fenilalanina amonio-liasa inmovizada en EUPERGIT 

e, a partir del segundo lote de reacción se desactiva gradualmente y alcanza la ,·ida media a 

los 15 lotes (5.40 horas de reacción). Por el contrario la enzima inmovilizada en sílica 

porosa, mantiene el mismo grado de conversión durante los primeros 9 lotes, y posterior

mente comieza a desacti\'arse. El modelo de desactirnción de la emzima inmo\'ilizada en 

Spherosil no es claro, ya que después de mantener el mismo grado de conversión durante 

3.75 h. sufre una desacth·ación drástica en los siguientes 25 minutos de reacción. Es pro-
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bable que dicha caída de actividad se deba a la presencia de un contaminante (no identifica

do, de tipo microbiano) en la mezcla de reacción o durante el lavado del soporte. Sin embar

go, si analizamos la estabilidad operacional de la enzima inmovilizada durante Jos primeros 

ciclos de reacción, podemos suponer que el enlace a Ja sflica porosa (Spherosil) le confiere 

una mayor estabilidad a la fenilalanina amonio-liasa que al EUPERGIT c. 

8.3.2. Estabilidad en almacenamiento. 

Se estudió el efecto del almacenamiento en Ja estabilidad de Ja enzima inmovilizada coinci

diendo con Jos resultados obtenidos previamente. En la Fig. 22 se describe gráficamente el 

cambio de actividad de la enzima inmovilizada durante su almacenamiento a 4 ºC y en 

presencia de glicerina. 
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FIGURA 22. Estabilidad de la enzima fcnilalanina amonio-liasa de S. pararoseus 

durante el almacenamiento a 4 °C. (• ) células completas; (*)enzima purificada; 
( :::¡ ) enzima purificada en presencia de glicerina al 20%; (•)enzima inmovilizada 
en silica, en presencia de glicerina al 20%, y ( O) enzima inmovilizada en EUPER
GIT C. en presencia de glicerina al 20 %. 

Estos resultados confirman la hipótesis sobre la mayor estabilidad que se obtiene con el de

rivado de fenilalanina amonio-Jiasa en el soporte de sílica (Spherosil). La vida media de Jos 

catalizadores en almacenamiento, calculada apanir de la Fig. 22, es aproximadamente de 

50 horas para Ja enzima inmovilizada en EUPERGITC, y de 470 horas para la enzima inmovi

lizada en Spherosil. Sin embargo, a pesar de haber logrado expresar Ja actividad de la en

zima en ambos sopones enzimáticos, no se logró estabilizarla totalmente mediante el proce

so de inmo\"ilización. 
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9. Catalizadores enzimáticos con actividad de fenilalanina amonio-liasa 

De los estudios de inmovilización realizados, fué posible obtener dos catalizadores con acti

vidad de fenilalanina amonio-liasa, mediante la unión covalente a dos soportes comerciales 

(Spherosil y EliPERGITC). A continuación se presenta un análisis de los catalizadores obte

nidos bajo las condiciones de inmovilización probadas. 

9.1. Estudio comparativo de los catalizadores 

La comparación de los catalizadores está basada en términos de: proteína inmovilizada (mg 

de enzima parcialmente purificada/gramo de soporte), eficiencia global de inmovilización, 

la actividad específica, 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 enzimáticos de fenilalanina amonio-liasa 

SOPORTE Proteína Eficiencia Eficiencia 
ENZIMATICO iruno\'ilizada especffica Global 

(mgl g soporte) ( % ) ( % ) 

Acti\'idad t !l2 (hr) t 112 (hr) 

Especffica operacional 1 en almace-
(U/ g catalizador) namiento 2 

Costo 

SPHEROSIL 5.83 95.8 23 23 5.4 470 Regular 

EUPERGIT C 10-13.5 72.1 54.8 5.48 6.25 50 Alto 

1) \'aJore~ experimentales: 2) E.'i:tmpolados de la figura 22 

En términos generales el EliPERGIT e resultó ser más eficiente que el Spherosil: la capacidad 

de retención de proteína por gramo de soporte, la eficiencia global de inmo\'ilización y la 

actividad específica del catalizador. En particular se alcanza una actividad específica de 

5.48 U/g de catalizador, 50 % más alta que en el caso de Spherosil. De las variables ante

riormente analizadas se tiene en todos los casos alrededor de un 50% más de eficiencia com

parado con los resultados obtenidos con el Spherosil. Sin embargo, el objetivo principal que 

se busca con el proceso de inmovilización es la estabilización de la enzima. En este sentido 

el Spherosil resultó ser el más apropiado, ya que de los resultados de estabilidad al almace

namiento de los catalizadores, resulta claro que éste último le confiere una mayor estabilidad 

a la enzima. Con respecto a la estabilidad durante el proceso de conversión, la enzima 

inmm·ilizada en Spherosil fué tambien más estable en los primeros ciclos de reacción du

rante el estudio de estabilidad operacional realizado. Sin embargo, como ya se comentó 
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anterionnente, esta se desacti\'a por alguna razón, pero aparentemente ajena al proceso de 

inmo\'ilización. Otra ventaja del método de inmo\'ilización en sflica es que la eficiencia es

pecifica, es decir el grado de expresión de la enzima inmovilizada, es mayor al obtenido con 

el El"PERGITC. Finalmente comparando los costos de ambos soportes la sílica porosa (SPHE

ROSIL) es de mayor disponibilidad que la resina oxirano-acrílica EUPERGIT c. 

9.2. Aplicaciones potenciales de la enzima inmovilizada 

9.2.J. Producción de productos con bajo contenido de fenilalanina 

Una de las reacciones de interés principal de la fenilalanina amonio-liasa es la desaminación 

de fenilalanina para la producción de alimentos bajo en el contenido de fenilalanina. Para 

este caso en particular, se pretende incorporar la enzima en fonna inmovilizada a un proce

so donde el sustrato es una proteína hidrolizada obtenida por el tratamiento enzimático de 

caseína. Kawasaki, et al. [14] simularon el tratamiento de hidrolizados de caseina, en térmi

nos de conversión de fenilalanina y tirosina con la fenilalanina amonio-liasa de Sporidiobo

/us pararoseus. Los resultados de la simulación indican que para una reducción del 90% 

de fenilalanina del hidrolizado en un tiempo de reacción razonable (3-4 horas), se requieren 

de 0.5 U/mi de actividad enzimática debido a la presencia de tirosina. 

En la Tabla 19, se presenta un resumen de la carga enzimática de los diferentes cataliza

dores de fenilalanina amonio-liasa necesaria para alcanzar el mismo grado de conversión de 

fenilalanina presente en un hidrolizado de caseína. 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 inmo\'ilizadas como de 

enzima inmovilizada (en EUPERGITC y Spherosil). 

TABLA 19. 
Cantidad de soporte requerido para la desaminación de fcnilalanina 

presente en hidrolizados de caseína con la enzima iruno\'ilizada'. 

Actividad Específica Carga de Soporte 
CATALIZADORES (U/ g soporte) ( g catalizador//) 

Células irunovilizadas por 
atrapamiento en agar* 

Enzima inmo,·iliwda en 
SPHEROSIL 
Enzima inmovilizada en 
EUPERGITC 

4.95 

23 

5.48 

101 

217.4 

91.2 

• C.atalizador que tcoricamcnte podria obtenerse, por el atrapamiento de células 
pcrmeabilizadas en agar: suponiendo que no se tienen problemas difusionales. 
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Lo anterior se debe en gran parte a que la velocidad de conversión de esta enzima es baja. 

Por otra parte es necesario considerar que a pesar de que se cuenta con una enzima más 

estable, ésta es sin embargo desactiYada durante la operación, lo que ocasionaría un in

cremento en el tiempo de reacción. 

9.2.2. Síntesis de fenilalanina a partir de ácido tra11s- cinámico y amonio 

La síntesis del aminoácido armático L-fcnilalanina \'Ía fenilalanina amonio-Jiasa es otra de 

las alternativas de uso para la aplicación de los cataliwdorcs de Ja enzima inmo\'ilizada. 

Omdorff et al. [41] reportan que para este proceso utilizando células libres de R. graminis 

GX6000 (cepa mutante), se requiere de aproximadamente 800 U/l de actiYidad para alcanzar 

un título de 50 gil de L-fenilalanina (86% de conversión) en un tiempo aproximado de 88 h. 

La actividad residual de las células después de 90 hr de reacción, fué de 35 a 40 %, de la 

actil'idad inicial. Como se puede obser\'ar, los requerimientos del catalizador para este 

proceso comparados con el proceso de desaminación del aminoácido son mayores, en tér

minos de acth·idad y estabilidad para lle\'ar a cabo la reacción de síntesis. 

9.2.3. Cuantificación de fenilalanina y tirosina 

Otra de las aplicaciones de la enzima inmol'ilizada sería en la cuantificación de fenilalanina 

y tirosina, apro\'echando que la enzima posee acli\'idad sobre ambos aminoácidos. El mé

todo propuesto por Ron-Sen, et al . [9] espectrofotométrico para la cuantificación simultánea 

de fenilalanina y tirosina en plasma Yia fenilalanina amonio-liasa, requiere solamente de 25 

µI de plasma pre\'iamente heparinizado y 0.02 unidades de acti\·idad, el procedimiento se 

lleYa acabo en un período de 20 minutos. Lo anterior nos hace pensar en la posibilidad de 

utilizar nuestros catalizadores en este método de cuantificación, ya que los requerimientos 

de la reacción en cuanto a la actividad y tiempo necesarios para llevar a cabo dicha reacción 

se ajustan a las propiedades que presentan nuestros catalizadores. Para esta aplicación, 

existe la posibilidad de diseñar un biosensor con la enzima inmovilizada e integrarlo a un 

sistema de detección. 
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CONCLUSIONES 

Se establecieron Ja condiciones preliminares de cultiYo y el tiempo de fermentación para Ja produc

ción de fenilalanina amonio-Jiasa de S. pararoseus. A ni\'e) laboratorio las mejores condiciones en 

fermentador de 2 I fueron: 600 rpm, 0.30 VVM de aireación, pH inicial de 5.5 sin control durante la 

fermentación y 30 <\'.::de temperatura. A escala piloto Ja producción se lle\'Ó a cabo en fermenta

dores de 14 / bajo las siguientes condiciones de cultivo: 400 rpm, 0.5 VVM a la misma temperatura 

y sin control de pH durante Ja fermentación. El tiempo de fermentación fué de 16 h y 13 h respecti

vamente, suspendiendo la aireación después de alcanzar el ni\'el máximo de acth·idad y cosechando 

las células imediatamente después, para e\'itar en lo posible la desacti\'ación de Ja enzima. De esta 

manera fué posible alcanzar los mismos ni\'e]es de acti\'idad obtenidos a nivel de matraz (alredede

dor de 30 v: g célula). 

Se desarrolló un proceso para la purificación parcial de la enzima fenilalanina amonio-liasa que in

\'O)ucra tres operaciones: extracción de la enzima por molienda de células en molino de perlas, recu

peración de la enzima a partir del extracto celular por precipitación ácida y purificación por cromato

grafía de intercambio iónico. La ruptura celular se realizó en molino de perlas Tipo DY:\"0-MlLL 

utilizando una concentración celular de 120 gil y tiempo de residencia de 20 minutos. Bajo estas 

condiciones se recuperó el 90% de la actividad intracelular, sin afectar Ja estabilidad de la enzima. 

Se propone a Ja precipitación ácida como una alternati,·a a los procesos existentes para la recupera

ción de la enzima a partir del extracto celular. Dicho procedimiento presentó ,·arias \'entajas con res

. pecto a Ja precipitación con sales: es un método rápido, no afecta la estabilidad de Ja enzima (se recu

pera el 100% de la actividad al final del tratamiento) y se obtiene una solución de enzima con un 

menor número de impurezas libre de pigmentos carotenoides. Esto último es importante cuando la 

fuente de enzima produce como parte de su metabismo compuestos caratenoides, Ja cual es común 

en agunas levaduras productoras de fenilalanina amonio-liasa. 

La cromatografía de intercambio iónico en DEAE-Shepbacel como una etapa de alta resolución en el 

proceso de purificación, se desarrolló en presencia de glicerina al 20% como agente estabilizante de 

la enzima. Mediante esta técnica Ja fcnilalanina amonio-liasa fué aislada de manera eficiente con 

un alto grado de pureza (alrededor del 90% ) y un rendimiento del 80% superior al de Jos procesos 

reportados en Ja literatura (17 al 48 %). 
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Conclusiones 

La fenilalanina amonio-liasa fué estabilizada durante y después de la cromatografía de intercambio 

iónico mediante el uso de glicerina al 20%, este alcohol polihídrico mostró un efecto positivo sobre 

la estabilidad de la enzima. Cuando la enzima parcialmente purificada se almacena a 4 oc en una 

solción amortiguadora de Tris-HCI presenta una \'ida media de 3 días, mientras que en presencia de 
glicerina al 20 % y almacenada bajo las mismas condiciones retiene el I00'7r de su acti\'idad durante 

un mes. Mediante el proceso de purificación desarrollado fué posible obtener una solución enzimáti
ca de fenilalanina amonio-Iiasa con la características apropiadas (estabilidad y pureza) para ser inmo
vilizada por enlace CO\'alente. 

La enzima fcnilalanina amonio-Iiasa de S. pararoseus parcialmente purificada fué caracterizada 
desde el punto de \'ista cinético y fisicoquímico. El pH y temperatura óptimos de reacción fueron: 

pH 8.5 a 9.0 y 65 oC respecti\'amente. Los estudio cinéticos de la enzima demostraron que la reac
ción obedece el modelo de Micbaelis-Menten. Las constantes cinéticas Km y \'max calculadas a 
partir de los datos de velocidad inicial de acuerdo a Ja ecuación de Lineawea,·er-Burk son: 1.32 

µmol/min mg de proteína y 0.3142 mM a 30 °c, y 2.266 µmol/min mg de proteína y 0.485 mM a 
4-00C, respecti\'amente. 

La enzima parcialmente purificada se inmm·i!izó por enlace covalente a dos soportes enzimáticos: 
EUPERGIT C y Spherosil, obteniendose en ambos casos catalizadores con actividad de fcnilalanina 

amonio-Jiasa. Cuando se almacena a 4 oC y en presencia de glicerina (20'k) la enzima inmo\'iliza
da en EUPERGIT C presenta una ,·ida media de 2 días y en Spherosil de 20 días. Esta \'ida media 

media es baja comparada con la enzima libre parcialmente purificada y almacenada bajo las mismas 
condiciones. Comparando los dos soportes enzimáticos el Spherosil le confiere una mayor estabili
dad a la enzima tanto en almacenamiento como en operación. De acuerdo a las propiedades gene
rales de los catalizadores obtenidos, en términos de actividad específica y estabilidad operacional; la 

aplicación más ,·iable sería en la cuantificación de fenilalanina y tirosina. 

Como conclusión general se puede afirmar que se cumplieron los objeti\'Os iniciales del proyecto, 
aportando un nue\'O proceso rápido y efectivo para la purificación de la enzima fenilalanina amonio
liasa. La estabilidad de la enzima sigue siendo un cuello de botella. Se abren perspecti,·as alentado
ras en el uso del biocatalizador de la fenilalanina amonio-liasa inmovilizada por enlace covalente, en 
el área del diagnóstico de fenilalanina y tirosina. 
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