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Resumen

L-Fenilalanina amonio liasa (PAL, EC 4.3.1.25) cataliza la bioconversion de L-fenilalanina
(L-Phe) en 4cido #-cindmico (#-CA) y amoniaco.

El interés en PAL radica en su potencial uso en el tratamiento de fenilcetonuria (PKU),
enfermedad congénita caracterizada por la deficiencia de las enzimas intervinientes en el
metabolismo de la Phe. En pacientes con PKU, la Phe se acumula en el torrente sanguineo
afectando el SNC. El tnico tratamiento posible es suministrar una dieta con escaso o nulo
contenido de Phe, suplementada con preparados sintéticos de aminoacidos. PAL puede
utilizarse para la reduccion del contenido de Phe en hidrolizados proteicos, empleados
como ingredientes alimenticios. En este trabajo se caracterizd la célula catalitica de R.
toruloides conteniendo PAL con el objetivo de emplearla como alternativa a la enzima
purificada, para la reduccion del contenido de Phe. La célula catalitica se obtuvo a partir de
cultivos de R. foruloides NBRC 0559 en medio 6ptimo para la produccion de PAL. Luego
se liofilizd y se mantuvo a -80°C. Para utilizarla, se resuspendi¢ en Tris-HCI (0,1 M, pH
8,5 con 5 mM de 2NaEDTA. La célula catalitica se caracterizd6 en términos de:
concentracion celular (2,5-10 mg/ml), concentracion de Phe (1-10 mM), termoestabilidad
(20-70°C, 10 min), temperatura 6ptima (20-70°C, 2 h), efecto de agente permeabilizante
(CPC) y efecto del almacenamiento a 5°C. Para monitorear la reaccion se determino la
formacion de -CA, por método espectrofotométrico (DOxg).

Respecto a la concentracion celular, no se observaron incrementos de DOjgo significativos
mas alld de 5 mg/ml para una solucion 1 mM de Phe, obteniéndose una conversion
completa luego de 3 h de tratamiento. Para estas concentraciones celulares, se observd un
incremento proporcional en la DOygp para 5 y 10 mM de Phe. En cuanto a la inactivacion
por temperatura, la actividad decayd lentamente hasta los 60°C, inactivandose
completamente cuando se la sometié a 70°C por 10 min. Respecto a la temperatura 6ptima
result6 ser de 50°C, por encima de la cual sufrio desnaturalizacion. El agente
permeabilizante no mostré efecto alguno sobre la actividad, lo que indica que bajo el
tratamiento de liofilizacion, la célula se wvuelve porosa, con lo que no requiere ser
permeabilizada. Finalmente, la célula se mantuvo estable durante el almacenamiento a 5°C
reteniendo el 90% de su actividad luego de 5 dias. Como conclusion podemos decir que la
célula catalitica tiene caracteristicas Optimas para su empleo en la reduccion de Phe, como
alternativa al uso de la enzima purificada.
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