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Resumen

En la presente tesis se aborda el estudio y desarrollo de una metodologia
biotecnoldgica novedosa para la produccion de férmulas o suplementos
alternativos para pacientes con fenilcetonuria. Dicha metodologia se basa en el
empleo de un biocatalizador, particularmente de la enzima L-Fenilalanina amonio
liasa (PAL, EC 4.3.1.25), producida a partir del cultivo de Rhodosporidium
toruloides NBRC 0559. PAL cataliza la desaminacion no oxidativa de L-
Fenilalanina (L-Phe) en acido frans-cindmico. Esta enzima fue aplicada para la
reduccion o deprivacion del contenido de fenilalanina, empleando como modelo
hidrolizados proteicos comerciales de diferente origen.

La metodologia desarrollada consiste de una primera etapa basada en la
obtencion del biocatalizador. Esta incluyd, por un lado, la optimizacién de los
componentes del medio de cultivo a emplear, mediante disefios experimentales,
con la finalidad de incrementar la actividad PAL. Seguidamente, se procedio a la
recuperacion del biocatalizador de dos maneras. Por un lado, se obtuvieron células
conteniendo PAL, las cuales se permeabilizaron adecuadamente para funcionar
como un microreactor y se caracterizaron como tal. Por otro lado, se contrasto el
biocatalizador obtenido con PAL purificada, obtenida a partir de un protocolo
estandar de purificacion.

En una segunda etapa, se inmovilizaron las células cataliticas por inclusion
en polimeros, empleando alginato de calcio. Las mismas se caracterizaron para
determinar su factibilidad de uso, teniendo en cuenta su potencial aplicacion
industrial. A su vez, este sistema se contrastd con la enzima purificada
inmovilizada por inclusion en membranas celuldsicas.

Finalmente, en una tercera etapa, el biocatalizador seleccionado se empled
en el tratamiento de hidrolizados proteicos comerciales, como modelo de
aplicacion. A su vez, se empled como alternativa PAL parcialmente purificada,
libre en solucion. De acuerdo al biocatalizador, se evalud la necesidad del
pretratamiento de los sustratos, asi como también, las condiciones Optimas de

operacion para lograr la mayor reduccién en menor tiempo.
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A partir de los estudios llevados a cabo en la presente tesis, se logrd
demostrar la factibilidad del método propuesto, en la reduccion del contenido de
L-Phe en hidrolizados proteicos. Estos estudios son la base para el desarrollo de
formulas para pacientes con fenilcetonuria, obtenidas por métodos
biotecnologicos. Futuros estudios requeriran un abordaje mas tecnolédgico a escala

piloto para su transferencia a la industria local.
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Abstract

This thesis addresses the study and development of a novel
biotechnological method for the production of alternative ingredients or formulas
for PKU patients. This methodology consists in the use of a biocatalyst,
particularly, the enzyme L-Phenylalanine ammonia lyase (PAL, EC 4.3.1.25) from
Rhodosporidium toruloides NBRC 0559. PAL catalyzes the non oxidative
deamination of L-Phenylalanine into frans-cinnamic acid. This enzyme is applied
in the current thesis for the reduction or deprivation of L-phenylalanine in
commercially available protein hydrolysates.

The methodology proposed consists of a first stage based on biocatalyst
obtention. First, in order to enhance PAL activity, the components of the culture
medium were optimized by using several experimental designs. After cultivation,
the biocatalyst was obtained by two different strategies: a) catalytic cells
containing PAL were recovered from culture medium and then permeabilized
with the aim of using them as a microreactor; b) PAL extract obtained from cell
disruption was purified using a standard protocol.

In a second stage, the catalytic cells were immobilized by inclusion into
polymers, using calcium alginate. This biocatalyst was compared with purified
PAL immobilized by retention into cellulose membranes. In both cases the
alternatives were characterized to determine its feasibility of use given its
potential industrial application.

Finally, in a third step, the selected biocatalyst was employed in the
treatment of commercially available protein hydrolysates, as model of its
application. As an alternative approach, partially purified PAL was evaluated for
the intended propose. Under each treatment, we evaluated the need for
pretreatment of substrates as well as the optimum operating conditions to achieve
the highest reduction in the shortest time.

From the obtained results, discussed in this thesis, it was demonstrated the
feasibility of the proposed process for the reduction of L-Phe content in protein
hydrolysates. These studies are the preliminary knowledge for the generation of

substitutes or formulas for patients with PKU, using a biotechnological method.
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Future studies require a technological approach in a pilot scale to transfer this

knowledge to local industry.



Nomenclatura

Abreviaturas

SHT 5-hidroxitriptofano

ADN Acido desoxirribonucleico

Ala Alanina

Alg-Ca Alginato de calcio

AN Nitrégeno amino

ARN Acido ribonucleico

BH4 (6R)-L-eritro-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina
CAA Codigo alimentario argentino
CAAS Casaminoacidos

CAH Hidrolizado acido de caseina
CBH Hidrolizado de soja y caseina
CPC Cloruro de cetilpiridinio

CTAB Bromuro de cetiltrimetilamonio
DH Grado de hidrolisis

DHPR Dihidropterina reductasa

DOE Disefio de experimentos

E Enzima

EDTA Acido etilendiaminotetraacético
EIl Complejo enzima-inhibidor

EL Extracto de levadura

EP Complejo enzima-producto

ES Complejo enzima-sustrato

ES* Complejo activado

ESI Complejo enzima-sustrato-inhibidor
FC Fuente de carbono

FCE Fuente de carbono y energia
FDA Food and drugs adminitration
FN Fuente de nitrégeno

Gly Glicina

GMP Glicomacropéptidos
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HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion
I Inhibidor
IEF Isoelectroenfoque

L -DOPA 3, 5 - dihidroxifenilalanina

L-Ile L-isoleucina

LNAA Aminoécidos neutros de cadena larga

L-Phe L-Fenilalanina

L-Tyr L-Tirosina

mHPA Hiperfenilalaninemia leve

MIO 3,5-dihidro-5-metilidene-4H-imidazol-4-one
NBRC NITE Biological Resource center

P Producto

PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida
PAH L-Fenilalanina hidroxilasa

PAL L-Fenilalanina amonio-liasa

p-CA Acido p-cumarico

PKU Fenilcetonuria

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

qBH2 Dihidrobiopterina

R Residuo de aminoacidos

RSM Metodologia de superficie respuesta

S Sustrato

St Estado transitorio de la reaccion no catalizada

SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes

Ser Serina

t-CA Acido t-cinamico

TCA Acido tricloroacético

TLC Cromatografia en capa fina
TN Nitrogeno total

TS Tripticasa de soja
Unidades

ug Microgramo

ul Microlitro
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umol
°C
cm

Cmol

min
ml
mM
mmol
mU
UE

Variables

€

AER

Aw

Micromol
Grado Celsius
Centimetro
Carbono mol
Centipoise
Decilitro
Gramo

Kilo Dalton
Kilogramo
Litro

Molar
Miligramo
Minuto
Mililitro
Milimolar
Milimol
Miliunidades enzimaticas

Unidad enzimatica

Coeficiente de extincion molar

Grado de reduccion

Nivel de significancia

Velocidad especifica de produccion de biomasa
Nivel de significancia ajustado de Sidak
Contante del modelo

Coeficiente lineal del modelo

Coeficiente cuadratico del modelo
Coeficiente de las interacciones del modelo
Factor de conversion de unidades
Actividad enzimatica

Actividad enzimatica relativa

Actividad acuosa
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SE
SME
SS
SSresid

Espesor de la cubeta

Grado de libertad

Densidad optica

Residuo

Efecto de un factor

Factor de dilucion

Humedad en base humeda

Numero de factores

Constante aparente en presencia de un inhibidor
Constante de formacion de P a partir de ES en estado estacionario
Constante de inhibicion

Constante de Michaelis-Menten

Margen de error

Numero de experimentos

Calor

Error estandar

Margen de error simultaneo

Suma de cuadrados total

Suma de cuadrados de los residuos

Estadistico ¢

Tiempo de duplicacion celular

Velocidad inicial

Velocidad méxima aparente en presencia de un inhibidor
Volumen total de mezcla de reaccion

Volumen de muestra

Velocidad méxima

Peso seco

Peso de agua

Biomasa

Factores del disefio experimental

Variable respuesta del modelo del disefio experimental

Energia libre de reaccion
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Preliminares






Capitulo 1
Prélogo

1.1. Motivaciones.

Las anomalias congénitas, entendiéndose como tales las alteraciones
estructurales o funcionales del organismo manifestadas desde el nacimiento,
tienen una tasa de ocurrencia en nuestro pais del 3% [1]. En las tltimas décadas,
dichas anomalias han adquirido interés debido a que son la mayor causa de
mortalidad infantil en nuestro pais, incrementandose desde un 11% en 1980 hasta
el 26% en 2012 [2]. Adicionalmente, muchas de ellas pueden afectar severamente
la calidad de vida de los pacientes, ya sea por secuelas fisicas, mentales o
psicologicas. Por estas razones, es que resulta primordial el diagnostico precoz a
fin de que el paciente pueda acceder al tratamiento oportuno, de acuerdo al caso.

Existen diversas causas que pueden ocasionar las anomalias congénitas. En
forma general, estas pueden agruparse en factores genéticos, ambientales o bien
combinacion de ambos. Dentro de las anomalias congénitas de origen genético se
encuentran las anomalias metabolicas, en las cuales el metabolismo del organismo
se ve alterado funcionalmente por interrupcion del proceso bioldgico normal.

La fenilcetonuria (PKU) es un desorden metabdlico congénito de origen
genético, causado por la deficiencia en el funcionamiento de la enzima
fenilalanina hidroxilasa, principal responsable del metabolismo de la fenilalanina.
Como consecuencia de esta alteracion, la fenilalanina se acumula en el torrente
sanguineo, ocasionando un serio deterioro a nivel neurolégico. Con el objetivo de
evitar dafos degenerativos a corto y largo plazo, los pacientes afectados deben
seguir una estricta dieta, baja o libre en fenilalanina (dependiendo la severidad), la
cual excluye de la dieta alimentos proteicos como la carne, pescado, huevo,
lacteos e incluso algunas legumbres y cereales. Debido a que el paciente requiere
proteinas para el desarrollo normal del organismo, debe suplementar la dieta con

formulaciones que suministren los aminoacidos esenciales requeridos.
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En Argentina nacen aproximadamente 1 de cada 10000 nifos con
fenilcetonuria clasica o hiperfenilalaninemias [3]. A partir del afio 1986, gracias a
la sancion de la ley 23413, es obligatorio la realizacion de pruebas de rastreo de
esta patologia en todos los recién nacidos [4]. Esta ley permitio el diagnostico
precoz del recién nacido, pudiendo someterlo a un tratamiento en forma inmediata
y previniendo, de este modo, el avance de la enfermedad. El costo del tratamiento,
entendiéndose como tal la ingesta de férmulas y sustitutos dietarios, quedaba a
cargo del paciente. Recién en el afio 2007 se sancioné la ley 26279 de pesquisa
neonatal la cual no sélo reglamento la deteccion de esta anomalia junto con otras,
sino que también obliga a las obras sociales a cubrir el abordaje terapéutico de las
mismas [4]. Dicha ley fue finalmente reglamentada por el Poder Ejecutivo en el
afio 2014, permitiendo que los pacientes puedan acceder a reintegros por parte de
las obras sociales. Sin embargo, por medio de la comunicacion personal con los
padres de pacientes con PKU se sabe que, a pesar de la ley, no todas las obras
sociales se hacen cargo del costo total de las formulas y suplementos dietarios.
Ademas, se debe tener en cuenta que existen muchas de familias de pacientes sin
obra social, las cuales deben hacerse cargo del 100% de los costos del tratamiento
[5]. Esta problematica se ve agravada por el hecho de que las formulas y
tratamientos alternativos no estan disponibles en la mayoria de los paises
subdesarrollados o en vias desarrollo, y en aquellos que si lo estan, tienen costos
muy elevados, perjudicando seriamente la economia familiar de los pacientes [6,
7].

Entre las empresas farmacéuticas mas importantes que comercializan
formulas para pacientes con PKU en nuestro pais se encuentran Nutricia Bago y
B’life. Ambas cuentan con una serie de productos especialmente formulados para
PKU, los cuales se fabrican en el exterior y se fraccionan y comercializan en
nuestro pais. La escasa o nula produccion nacional de formulas o sustitutos,
sumado a los elevados costos de las mismas, requieren el abordaje de soluciones
mas practicas, economicas y facilmente aplicables en las industrias locales.

En funcion de lo expresado anteriormente, la motivacion de la siguiente
tesis fue desarrollar una metodologia biotecnoldgica para la produccion de
sustitutos dietarios para pacientes con PKU. Este desarrollo debera estar dirigido a
su potencial aplicacion en la industria local, por ende debe priorizarse la

factibilidad técnica y econdmica de dicha metodologia.
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1.2. Objetivos.

En base a la motivacion antes descripta, el objetivo general de la presente
tesis es desarrollar y caracterizar un biocatalizador conteniendo L-Fenilalanina
amonio liasa (PAL), obtenida a partir de Rhodosporidium toruloides, con la
finalidad de emplearlo en la reduccion del contenido de L-fenilalanina en
hidrolizados proteicos.

A partir de este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos
especificos:

- Optimizar la produccién de la enzima, variando los componentes del
medio de cultivo.

- Obtener y caracterizar el biocatalizador, consistente en células cataliticas
permeabilizadas, y utilizar la enzima purificada como referencia.

- Inmovilizar el biocatalizador obtenido, caracterizarlo y contrastarlo con
sistemas convencionales de inmovilizacion de la enzima pura.

- Aplicar el biocatalizador obtenido y, alternativamente la enzima
parcialmente purificada, en la reduccion del contenido de L-fenilalanina en

hidrolizados proteicos.

1.3. Organizacion de la tesis.

Como se expresa en el titulo de la presente tesis, existen tres pilares
fundamentales para el desarrollo y empleo de un biocatalizador: la obtencion del
mismo, su caracterizacion y su aplicacion para los fines previamente descriptos.
Partiendo de estos tres ejes, la presente tesis se estructura en cinco partes. La Parte
I se trata de capitulos preliminares en los cuales se presentara la tesis y a su vez se
desarrollard el “estado del arte” para el abordaje general de la misma. En la Parte
II se describira la obtencion del biocatalizador, entendiéndose como tal la
produccion, mantenimiento y adaptacion de la enzima para su uso practico.
Seguidamente pasaremos a la Parte III donde se analizardn dos tecnologias de
inmovilizacién, se caracterizaran ambos sistemas y se optara por la tecnologia
mas apta para los fines propuestos. Luego, en la Parte IV se aplicard dicho
biocatalizador en la reduccion de L- fenilalanina en hidrolizados proteicos de

diversa naturaleza. Finalmente, la Parte V de la tesis abordara las conclusiones
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generales y particulares de cada pilar del trabajo, junto con las proyecciones del

mismo.

tesis:

Habiendo dicho esto, se presenta en detalle la organizacion de la presente

I1.

I11.

IVv.

PRELIMINARES

Capitulo 1. Prélogo: se describen las motivaciones de la tesis, los
objetivos generales y especificos, la organizacion estructural de la
tesis y los aportes cientificos realizados a partir de la misma.
Capitulo 2. Introduccion general: se introducen los conceptos
generales que hacen al “estado del arte” de la temética propuesta.
OBTENCION DEL BIOCATALIZADOR

Capitulo 3. Optimizacion del medio de cultivo para la
produccion de PAL: Se analiza la influencia de la fuente de
carbono y nitrogeno, asi como también la de los macro y
micronutrientes en la actividad PAL, empleando disefios
experimentales.

Capitulo 4. Recuperacion y caracterizacion del biocatalizador:
Se describen dos técnicas de recuperacion del biocatalizador para
su posterior uso. Una de ellas es el empleo de la célula
permeabilizada como soporte de la enzima y la otra, es la
extraccion y purificacion de la enzima deseada.
CARACTERIZACION DEL BIOCATALIZADOR
INMOVILIZADO

Capitulo S. Inmovilizacion y caracterizacion del biocatalizador:
Se desarrollan técnicas de inmovilizacion para la células cataliticas
y la enzima purificada, y ambas técnicas se caracterizan en funcion
de su aplicacion. Finalmente, se determina el biocatalizador mas
apto para su potencial aplicacion industrial.

APLICACION DEL BIOCATALIZADOR

Capitulo 6. Empleo de PAL en la reduccion de L-Phe en
hidrolizados proteicos: Se estudia la factibilidad de uso de PAL
parcialmente purificada para la reduccion de L-fenilalanina en

hidrolizados proteicos. Esto incluye la optimizacion de las
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condiciones de reaccion empleando sustratos complejos.
Finalmente, se describe la utilizacion de células -cataliticas
inmovilizadas en la reduccion del contenido de L-Phe en
hidrolizados proteicos y se analizan los resultados obtenidos.
V. CONCLUSIONES
e Capitulo 7. Conclusiones y proyecciones: Se presentan las

conclusiones del trabajo realizado y las proyecciones pertinentes.

1.4. Aportes realizados.

El principal aporte de esta tesis es la utilizacion de un método
biotecnoldgico simple para la produccion de hidrolizados proteicos reducidos en
fenilalanina. Si bien la enzima utilizada (PAL) ha sido ampliamente estudiada en
la bisqueda de tratamientos clinicos para aliviar y/o curar la enfermedad, nuestra
aplicacion resulta novedosa ya que constituye el primer aporte exitoso de empleo
de PAL para la produccion de sustitutos proteicos de origen natural. Este enfoque
tiene especial significado para nuestro pais, donde los costos de importacion de las
formulas existente son elevados, tornandose prioritaria la busqueda de alternativas
a las mismas, las cuales puedan plasmarse en el contexto econdomico actual.

El trabajo realizado durante el desarrollo de la tesis dio lugar a 1 trabajo
publicado en revista internacional con referato, 1 trabajo en redaccion para su
publicacion en revista internacional con referato y 11 presentaciones en eventos
cientificos nacionales e internacionales. Las mismas se detallan a continuacion:

e (astaieda, M. T.; Adachi, O.; Hours, R. A. (2015). Reduction of L-
Phenylalanine in Protein Hydrolysates using L-Phenylalanine Ammonia-
lyase from Rhodosporidium toruloides. J. Ind. Microb. Biotechnol, 42
(10): 1299-1307.

e (astaneda, M. T.; Adachi, O.; Hours, R. A. (2016). Characterization of an
immobilized biocatalyst containing L-phenylalanine ammonia lyase used
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Capitulo 2

Introduccion general

2.1. Biocatalizadores

2.1.1. Conceptos generales

Muchas de las reacciones quimicas presentes en la naturaleza requieren de
catalizadores para poder aumentar la velocidad a la que ocurren espontaneamente.
Los catalizadores pueden definirse como moléculas que aumentan la velocidad de
una reaccion termodinamicamente favorable, mediante la disminuciéon de la
barrera energética de dicha reaccion [8]. En la Figura 2.1 puede observarse un
esquema simplificado del mecanismo de funcionamiento de los catalizadores. El
catalizador interactua con los sustratos (A y B) formando un complejo transitorio
el cual reduce significativamente la energia de activacion de la reaccion (AQG),
para luego dar lugar a los productos (P y Q) previo a la liberacion del catalizador,

el cual no se ve afectado durante la reaccion.

A x¥

Mo catalizada

™

Catalizada

P+0Q
A+B — P+0Q

Coordanada de reaccion

Figura 2.1. Mecanismo de funcionamiento de los catalizadores [9].

11
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Los catalizadores que actian especificamente en reacciones bioquimicas,
es decir en reacciones intervinientes en el metabolismo de seres vivos, se conocen
como biocatalizadores. Dentro de esta categoria se encuentran los biocatalizadores
de origen proteico, conocidos como enzimas. Las enzimas son proteinas de
elevado peso molecular y altamente especificas. En los organismos vivos
intervienen en reacciones metabolicas de forma dptima para luego ser liberadas
sin alteracion funcional. Esto permite que la enzima pueda emplearse en sucesivas
reacciones, lo que las hace uno de los catalizadores mas eficientes de la
naturaleza.

Desde los inicios de la enzimologia aplicada existen amplias controversias
sobre si las enzimas aisladas de los organismos vivos pueden actuar como
biocatalizadores de la misma forma que act@ian en el organismo de origen [10].
Sin embargo, hasta la actualidad, las enzimas han logrado aislarse, purificarse,
inmovilizarse y emplearse exitosamente en diversos procesos tecnoldgico,

convirtiéndose en un area de especial interés para la industria en general.

2.1.2. Estructura de las enzimas

Todas aquellas propiedades que hacen de las enzimas un catalizador
altamente eficiente derivan de su estructura [8]. Las enzimas tienen naturaleza
proteica y por ende presentan las estructuras basicas de las proteinas. La estructura
mas elemental de las enzimas es la estructura primaria, la cual consiste en la union
secuencial de aminoacidos por enlace peptidico entre el grupo carboxilo de un
aminodcido y el grupo amino del siguiente. La secuencia con la cual se unen los
aminoacidos, asi como la naturaleza de los residuos (R), definen las caracteristicas
y el “comportamiento” de las enzimas [8]. Los aminoacidos proximos en la
cadena polipeptidica pueden interaccionar mediante enlaces puentes de hidrogeno
entre los grupos amidas dando lugar a dos tipos de conformaciones espaciales,
conocidas como estructura secundaria: o hélice (la mas predominante en enzimas)
y B lamina. Ademas de estas interacciones entre aminodcidos proximos, también
tienen lugar interacciones entre los R de aminoécidos produciendo un plegamiento
adicional de las configuraciones nombradas. Estos plegamientos resultan en una
estructura tridimensional mas compleja, denominada estructura terciaria. Las

interacciones entre dichos R pueden ser muy diversas comprendiendo: enlaces
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puentes disulfuro, interacciones iénicas, fuerzas de Van der Walls, puente de
hidrogeno, interacciones hidrofobicas, etc. Como resultado de estos enlaces, en un
ambiente hidrofilico, la superficie de la proteina es rica en R de aminoacidos
polares, mientras que los R hidrofobicos quedan principalmente agrupados en el
interior de la macromolécula, en tanto que lo inverso ocurre en un entorno
hidrofébico.

Algunas enzimas pueden contar con una estructura cuaternaria constituida
por varias cadenas polipeptidicas, conformando subunidades, las cuales pueden
tener o no la misma funcidn catalitica dentro de este complejo.

La funcionalidad biologica de las enzimas depende de su estructura nativa,
la cual se basa en la estructura tridimensional més estable de la proteina bajo
condiciones fisiologicas. Si bien la estructura tridimensional de la enzima esta
determinada genéticamente, estard condicionada por el medio en que se
encuentran. Este hecho reviste importancia a la hora de trabajar con enzimas, ya
que el medio que las rodea puede diferir al entorno original donde fueron
sintetizadas, con lo cual deben tomarse las precauciones para evitar pérdidas de
funcionalidad [8].

Finalmente, es importante mencionar que algunas enzimas pueden
conjugarse con diferentes macromoléculas como carbohidratos, lipidos, acidos
nucleicos, etc., o bien con iones metalicos. Dichas enzimas se denominan

holoenzimas y la parte no proteica conjugada se conoce como grupo prostético.

2.1.3. Clasificacion y nomenclatura de las enzimas

Las enzimas pueden identificarse, de acuerdo a la Comision de Enzimas de
la Unidon Internacional de Bioquimica y Biologia molecular (IUBMB), con un
niimero compuesto por cuatro digitos [8]:

1° digito: Identifica a las enzimas por la familia o categoria a la cual
pertenecen.

2¢ digito: Indica el subgrupo dentro de la familia, el cual esta relacionado
con la tipologia del grupo quimico sobre el cual actia.

3° digito: Se refiere a la subclase dentro del subgrupo, el cual identifica el

grupo quimico especifico que interviene en la reaccion.
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4° digito: Se trata de un numero correlativo que las identifica dentro de la

subclase.

En cuanto a la clasificacion de las enzimas, pueden distinguirse 6

categorias generales [11]:

Oxidoreductasas: Esta categoria incluye a todas las enzimas que catalizan
reacciones de Oxido-reduccion, que consisten en transferencia de
electrones, hidrogeno u oxigeno. El nombre sistematico de estas enzimas
estd conformado por: “donor:aceptor oxidoreductasa”.

Transferasas: Esta categoria incluye a todas las enzimas que catalizan la
transferencia de un grupo quimico especifico, como puede ser metil, acil
amino, glicosil, o fosfato, desde un compuesto a otro. El nombre
sistematico de estas enzimas esta conformado por: “donor:aceptor grupo
transferido-transferasa”.

Hidrolasas: Esta categoria incluye a todas las enzimas que catalizan la
escision hidrolitica principalmente de los grupos C—0O, C—N y C—C. El
nombre sistematico de estas enzimas estd conformado por: “sustrato
hidroxilasa”.

Liasas: Esta categoria incluye a todas las enzimas que catalizan la escision
no hidrolitica y no oxidativa de los grupos C—0O, C—N y C—C, dando
lugar a un doble enlace en los productos. El nombre sistematico de estas
enzimas esta conformado por: “sustrato prefijo-liasa”.

Isomerasas: Esta categoria incluye a todas las enzimas que catalizan el
reacomodamiento geométrico o estructural dentro de la molécula, sin
cambiar la composicion atomica del producto. El nombre sistematico de
estas enzimas esta conformado por: “sustrato prefijo-isomerasa”.

Ligasas: Esta categoria incluye a todas las enzimas que catalizan la unién
covalente entre dos moléculas. El nombre sistematico de estas enzimas

esta conformado por: “X:Y ligasa™.

2.1.4. Mecanismo catalitico de las enzimas

El mecanismo por el cual una enzima cataliza una reaccidon comienza con

la interaccion de la enzima (E) con el sustrato (S). Esta interaccion tiene lugar en

un sitio muy especifico de la enzima, denominado sitio activo. El sitio activo de la
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enzima es un pequeio espacio tridimensional de la proteina constituido por unos
pocos R de aminoacidos donde se lleva a cabo propiamente la catalisis, sirviendo
el resto de la enzima como soporte del sitio activo [12]. Existen diferentes teorias
acerca de como interacciona el sustrato con el sitio activo para conformar el
complejo transitorio enzima-sustrato. De acuerdo al modelo de llave-cerradura, el
sitio activo de la enzima tiene una geometria espacial tal que el sustrato con una
geometria complementaria encaja perfectamente en el mismo. Por otro lado, el
modelo de ajuste inducido sugiere que el sustrato induce un cambio en la
conformacion del sitio activo de la enzima luego de hacer contacto con la misma.
Este ultimo explicaria la posibilidad de que una enzima pueda emplear como
sustrato compuestos quimicamente similares [8].

Algunas enzimas, a su vez, requieren de ciertos compuestos para llevar a
cabo la catalisis. Estos compuestos se conocen como cofactores y coenzimas. La
diferencia entre éstos se ilustra en la Figura 2.2. Los cofactores son iones
metalicos que se unen fuertemente a la enzima en forma reversible, con lo cual no
se disocian durante la reaccidon y no sufren alteracion alguna, mientras que el
término coenzima estd asociado a pequefias moléculas orgdnicas que se unen
también reversiblemente a la enzima pero durante la reaccion, sin formar parte de

su estructura.

(a) CoE S
E — ™ , ECoE
(b) CoE—m
E —+ E E-CoE
CoE" «+—
P S

Figura 2.2. Enzimas que requieren cofactores (a) y coenzimas (b) [8].

Independientemente del mecanismo por el cual se une el S con la E, se ha
demostrado la presencia de un estado transitorio o intermediario denominado
complejo enzima-sustrato (ES) [13]. La energia asociada a la formacion de este
complejo (ES) impulsa la formacion del complejo activado (ES¥), el cual esta
asociado a una menor energia libre que el estado transitorio de la reaccion sin

catalizar (S*) (Figura 2.3). Seguidamente, la reaccion prosigue con la formacion
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del complejo enzima-producto (EP), el cual es el intermediario previo a la

liberacion de P y E.
ot
G /__/ \
/ ESt AN
A '\\
/// \\
' At A
EP*
E+S B —'\_i
‘\\z
s - ﬁ\:\
ES !
\E+P

Coordenada de reaccion

Figura 2.3. Diagrama energético de una reaccion catalizada por enzimas [12].

2.1.5. Cinética enzimatica

2.1.5.1. Cinética enzimatica con un unico sustrato

Para determinar la velocidad a la que una reaccion catalizada por enzimas
ocurre, se planteard primeramente el caso mas simple, en el cual hay un Gnico S
que produce un unico P (2.1).

K K
S+E—ES 3 P+E (2.1)

k_1

Para poder encontrar una ecuacion que describa la cinética de esta
reaccion, se requiere hacer ciertas consideraciones [14]:

e La concentracion total de enzima se mantiene constante durante toda la
reaccion, esto es: [Eq] = [ES] + [E].

e La cantidad de enzima es muy pequefia en comparacion con la cantidad de
sustrato, esto implicaria que es despreciable la cantidad de sustrato
formando parte del complejo ES.

e La concentracion de producto es baja, por lo que se puede despreciar
cualquier efecto de inhibicion por producto.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, existen diversos abordajes, los
mas conocidos son los de Michaelis-Menten [15] y Briggs-Haldane [16]. Ambos
llegan a expresiones similares pero parten de diferentes premisas. En el caso de
Michaelis-Menten se asume que la velocidad de formacion de P es mucho menor

que la velocidad reversible de ES, o sea k,<<<k_; (2.1), por ende la formacion de P
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determina la velocidad de reaccion. Por otro lado, Briggs-Haldane proponen que
el cambio de la concentracion de ES respecto al tiempo es insignificante
(dES/dt=0).

Para encontrar una ecuacion que describa la velocidad de reaccion, se
emplearan ambas suposiciones [17]:

El primer paso es determinar la velocidad de produccion y desaparicion
del complejo ES. De acuerdo a (2.1) podemos expresar ambas velocidades, de la

siguiente manera:

dES

7 = k1 [E] [S]o (2.2)
dES

——— = k_a[ES] + ko [ES] (2.3)

En estado estacionario dES/dt = -dES/dt [16], entonces:

ki[E][S]o = (k_1 + k2)[ES] (2.4)
Reordenando:
[E][S]o  k_1+ky
ES] - k =K, (2.5)

Sin embargo como k;<<<k_; [15], entonces:

k_q
kq

La constante K, se denomina constante de Michaelis-Menten.

Ky = (2.6)

Por otro lado, la velocidad de reacciéon v es la velocidad inicial de
produccion de producto, la cual es lineal en los primeros estadios de la reaccion

(Figura 2.4).

100

80

60

[P]

40

20 | ¢

/ Tiempo (s)
[ T RPRR SR

0 20 40 60 80 100
Tiempo (S)

Figura 2.4. Formacion de producto en una reaccion catalizada por enzimas [12].
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Por lo anteriormente dicho, v se define como:
dpP

=— = k; [ES] 2.7)

v

A su vez, sabemos de (2.5) que:

[E1[S]o
K

[ES] = (2.8)

La concentracion total de enzima [E] es facilmente medible, no asi la
concentracion libre de enzima [E]. Ambas se relacionan de la siguiente manera:

[E] =[Eo] - [ES]. Reemplazando en (2.8):

(ES] = ([Eo] —K[ES])[S]O (2.9)

Reordenando la ecuacion (2.9), tenemos:

EollS
[ES] = % (2.10)
Reemplazando (2.10) en (2.7), tenemos:
_ k2 [Eol[S]o @.11)

v =
K + [STo
La constante k, se conoce como k.4, y cuando se cumple que [ES] = [Eo],

V = Viay. De lo dicho anteriormente, resulta que:

Vmax = Kcat [EO] (2.12)

Reemplazando (2.12) en (2.11), nos queda la expresion de velocidad de la

siguiente manera:

Umax [S ] 0

" R+ Bl =

v

A partir de la ecuacion (2.13) podemos inferir que a bajas concentraciones
de sustrato (S<0.05K,), la reaccion es de primer orden, mientras que a
concentraciones elevadas de sustrato (S>100K,,) la reaccion es de orden cero, con
lo cual la velocidad no dependeré de la concentracion de sustrato y el sistema se

dice que esté saturado [17].

Por otro lado, si K,, es igual a [S], reemplazando en la ecuacién (2.13)

tenemos:
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v = Umax [S] (2.14)
[S1+18] '
vmax
v= (2.15)

A partir de la ecuacion (2.15) podemos decir que K, es la concentracion de

S para la cual v es la mitad de v,,,, (Figura 2.5).

toop__ -~ v~ T T "

80 |
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40 L .
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Figura 2.5. Cinética de Michaelis-Menten [12].

Los parametros cinéticos K, y k., brindan informacion sobre la afinidad de
una enzima respecto a un sustrato determinado [12]. Por un lado, la constante K,
es un pardmetro caracteristico de las enzimas, que puede variar empleando
diferentes sustratos y modificando algunos parametros de reaccién como la
temperatura, el pH, etc. Por otro lado, k., es también conocido como numero de
recambio y se define como la cantidad de moléculas de producto formado, por

molécula de enzima por unidad de tiempo. De acuerdo a la ecuacion (2.12):

V.
Kear = [g—g (2.16)

A partir de (2.16) podemos concluir que a una concentracion de enzima
dada y en condiciones saturantes de sustrato, k., representa la maxima velocidad a
la cual puede transcurrir la reaccion catalizada.

El cociente k../K,, es el mejor indice de la eficiencia enzimdtica y es
conocido también como constante de especificidad [9]. Esta constante permite
comparar diversas enzimas, la misma enzima con diversos sustratos e incluso la

eficiencia de la enzima en una reaccion reversible. Una mayor constante de
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especificidad implica un mayor numero de recambio (elevada k.,) y mayor
afinidad por el sustrato (menor K,,). El valor maximo tedrico al que puede llegar
la constante de especificidad se denomina limite de difusion y se interpreta como
la situacion en la cual todas las moléculas de sustratos colisionan eficientemente
con las moléculas de la enzima, de modo tal que la velocidad de formacion de
producto no se encuentra limitada por la velocidad de reaccion, sino por la

velocidad de difusion.

2.1.5.2. Cinética enzimatica con multiples sustratos
Hasta ahora se ha planteado el caso de la catalisis de una reacciéon con un
unico sustrato y un unico producto. Sin embargo, la mayoria de las reacciones
catalizadas involucran més de un sustrato y la formacion de mas de un producto
[12]. En estos casos se emplea una nomenclatura especial para referirse a los
diferentes tipos de reaccion:
e Reaccion con un sustrato y un producto (S—P): Uni-Uni.
e Reaccidn con dos sustratos y un producto (S; + Sy — P): Bi-Uni.
e Reaccion con dos sustratos y dos productos (S; + S, — P; + P): Bi-Bi.
e Reaccidn con un sustrato y dos productos (S — P; + P;): Uni-Bi.
e Reaccion con tres sustratos y dos productos (S; + S, + S, — Py + Py): Ter-
Bi.
e Etc.
Los modelos cinéticos que describen este tipo de reacciones dependen del
mecanismo de reaccion propuesto. Por ejemplo, planteamos la siguiente

ecuacion Bi-Bi [8]:

E
A+BS5Y+Z 2.17)

Existen diferentes mecanismos mediante los cuales A y B dan lugar a los
productos Y y Z, en una reaccion catalizada por E [18]. Por un lado, es posible
plantear que los sustratos A y B se combinan con E, previo a la formacion de los
productos, este tipo de mecanismo se conoce como mecanismo secuencial. De
acuerdo a si importa o no el orden en el que se combinan los sustratos con la
enzima, el mecanismo secuencial puede ser ordenado o al azar. Por otro lado, se
conoce como mecanismo ping-pong al mecanismo en el que, a diferencia del

secuencial, un producto puede formarse previo a que todos los sustratos estén
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ligados a la enzima. Esto ultimo implica que existen diferentes conformaciones de

la enzima a medida que avanza la reaccion [§].

A continuacion se detalla cada mecanismo en particular con su

correspondiente cinética:

Mecanismo secuencial ordenado: El sustrato A se combina con la enzima
E formando el complejo EA. Recién entonces el sustrato B puede
combinarse con la enzima formando el subsecuente complejo EAB para

liberar luego los productos Y y Z (Figura 2.6).

A B Y Z
A N A
4 VR .

EA EAB EYZ EZ

Figura 2.6. Mecanismo secuencial ordenado [8].

Las correspondientes ecuaciones son:

ka
A+ESEA (2.18)
kap
EA+ B -5 EAB (2.19)
kca
EAB-BE+Y+Z (2.20)

A partir de (2.18) y (2.19), se pueden calcular k4 y k45 de la siguiente

manera.
[A][E]
=—— 2.21
[EA][B]
= 2.22

Por otro lado, sabemos por lo expuesto anteriormente, que:

v = kog [EAB] (2.23)
[Eo] = [E] + [EA] + [EAB] (2.24)

Ademads recordando la relacion entre la velocidad maxima y k., (2.12),
podemos derivar la ecuacion de la velocidad de reaccion. Luego, la

cinética que corresponde a este mecanismo es la siguiente [19]:

 lAlE]
kapka + kaplA] + [A][B]

(2.25)
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Mecanismo secuencial al azar: Tanto el sustrato A como el B pueden
ligarse primero a la enzima, por lo tanto ambos complejos son posibles EA
o EB. Luego, el sustrato B o A respectivamente se combinardn con la
enzima formando el subsecuente complejo EAB para liberar luego los

productos Y y Z (Figura 2.7).

A B zZ Y
A

\T/EA |EY$

g/ E
~ EAB EYZ

" EB $EZ$

A W

B A Y z

Figura 2.7. Mecanismo secuencial al azar [8].

Las correspondientes ecuaciones son:

ka
A+ESEA (2.26)
kap
EA+ B = EAB (2.27)
kp
B+ E—EB (2.28)
kpa
EB + A — EAB (2.29)
kca
EAB=SE+Y+Z (2.30)

A partir de (2.26), (2.27), (2.28) y (2.29), se pueden calcular ky, k4p, kg y

kg4, de la siguiente manera:

ka = TEAT (2.31)
kap = [f;jg] (2.32)
kg = [gg] (2.33)
kpa = [[E]f jg}] (2.34)

Por otro lado, sabemos por lo expuesto anteriormente, que:

v = kg [EAB] (2.35)
E,] = [E] + [EA] + [EB] + [EAB] (2.36)
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Ademas recordando la relacion entre la velocidad maxima y k., (2.12),
podemos derivar la ecuacion de la velocidad de reaccion. Luego, la

cinética que corresponde a este mecanismo es la siguiente:

_ Umax [A[B]
kapka + kaplAl + kpa[B] + [A][B]

v (2.37)

Mecanismo ping-pong: El sustrato A se combina con la enzima E
formando el complejo EA. A partir de alli puede liberarse el producto Y y
la enzima E“ con una configuracion diferente. E“ puede ahora unirse al
sustrato B para dar lugar al complejo E*B y luego liberar el producto Z y la

enzima E en su estado original (Figura 2.8).

A Y B Z
M M s
0 7 1 I .
EA EY E E'B EZ

Figura 2.8. Mecanismo ping-pong [8].

Las correspondientes ecuaciones son:

ka

A+ ESEA (2.38)

kA/

EASE +Y (2.39)
kp

B+E SEB (2.40)

kg
E'BSE+Z (2.41)

A partir de (2.38) y (2.40) se pueden calcular k4, y kg, de la siguiente

manera.
[A][E]
= — 2.42
[B][E']
= 2.43
Por otro lado, sabemos por lo expuesto anteriormente, que:
[Eo] = [E] + [EA] + [E'B] + [E'] (2.44)

A partir de estas ecuaciones, la velocidad de reaccion general para un

mecanismo ping-pong, es la siguiente:

o Vnax [41[B] 045
" @lalBT + kg [A] + [AIBT (1 + ) |

Donde o= kg'/ k-




24 | CAPITULO 2. INTRODUCCION GENERAL

2.1.5.3. Determinacion de parametros cinéticos

La representacion de Michaelis-Menten, en la cual se representa la
velocidad de formacion de P, en funcion de la concentracion de S, permite
observar a simple vista si existe una correlacion de los datos obtenidos con el
modelo de Michaelis-Menten. A menos que se utilice un software especifico para
determinar las constantes cinéticas por medio de ajuste no linear de la curva de
Michaelis-Menten, este tipo de representacion no es util a la hora de calcular con
precision las variables cinéticas, tales como K, 0 v,,... Para ello se han empleado a
lo largo de la historia diferentes ecuaciones que surgen de la linealizacion de la
ecuacion de Michaelis-Menten [12]. Las mas utilizada es la linealizacién de
Lineweaver-Burk [20]. Esta se basa en obtener el reciproco de la ecuacion de
Michaelis-Menten (2.13), dando una ecuacioén que representa 1/v en funcion de

1/S.

1_fml 1 (2.46)
v vmax S vmax .

Mediante la ecuacion (2.46) se puede determinar el valor de v, por

medio de la ordenada al origen y K,, por la pendiente de la recta.

0.04 —

003

0.02

1/v

pendiente = Km;’ i

K

0.01 E%<—1/v ]

U..DG i 1 L 1 L I L | 3 1 I
0 00 01 015 02 025 03

1/[8]

Figura 2.9. Linealizacion de Lineweaver—Burk [12].

Este tipo de representacion depende mucho de la exactitud de los valores
experimentales y por ende puede acarrear un error en la determinacion de los
parametros cinéticos. Sin embargo continlia siendo uno de los métodos de mas
empleados para estos fines [12].

Otros métodos de linealizacion para la determinacion de las constantes

cinéticas se presentan en la Tabla 2.1:
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Tabla 2.1. Métodos de linealizacion de la ecuacion de Michaelis-Menten.

Meétodo grdfico Ecuacion Ordenada Abscisa
Lineweaver-Burk l K, 1+ 1 l 1
v UmaxS  Vmax v S
Langmuir E Ky 4 S E S
v vmax vmax v
% v
Eadle-Hofstee V= Vpay — K = v z
S S
Hanes-Wolff S _ s 1 N Km S S
v vmax vmax v

2.1.5.4. Cinética enzimatica con inhibicion

Se conocen como moduladores aquellas sustancias que se combinan con la
enzima, modificando su comportamiento cinético, ya sea aumentando su actividad
(modulador positivo) o disminuyéndola (modulador negativo). Una sustancia
inhibidora es por definicién un modulador negativo, y por lo tanto, disminuye el
potencial catalitico de la enzima [8, 14]. La inhibicion a su vez puede ser
reversible, cuando la ausencia del inhibidor provoca la restitucion de la actividad
catalitica de la enzima, o bien irreversible cuando el inhibidor se une
covalentemente a la E alterando su estructura y consecuentemente su potencial
catalitico, de forma definitiva.

En cuanto a los inhibidores reversibles, éstos se clasifican de acuerdo a la
etapa en la cual el inhibidor (I) interacciona con la enzima. De este modo, los I
reversibles se clasifican en competitivos, acompetitivos y no competitivos
(mixtos). El modelo cinético se verd de este modo modificado, de la siguiente
manera:

e Inhibidores competitivos: son aquellos que interfieren en la primera etapa
de la catélisis, que es la union del S con la E. Los inhibidores competitivos
son sustancias estructuralmente semejantes al sustrato que pueden unirse
reversiblemente con el sitio activo de la enzima y, de este modo, compiten
con el sustrato y disminuyen consecuentemente la velocidad de reaccion.
El inhibidor resulta inalterado por la enzima, por lo cual su efecto es

simplemente el bloqueo del sitio activo de la misma. En este tipo de



26 | CAPITULO 2. INTRODUCCION GENERAL

inhibicion la velocidad maxima de reaccion no se ve alterada, no asi el K,,,,
el cual se incrementa debido a que se requiere aumentar la concentracion

de sustrato para contrarrestar el efecto inhibidor [9].

Kcat

E+S 2 ES S E+P

+
I

I

El

Figura 2.10. Inhibicién competitiva [19].
A partir de la figura (2.10) y de la ecuacion (2.7), se puede derivar la

expresion de velocidad para una reaccion en presencia de un inhibidor

competitivo.
[ST[E]
[/][E]
[Eo] = [E] + [ET] + [ES] (2.49)
Luego,
vmax[S]

VT K, (A +1/K) + [S] (2.50)

Podemos definir asi las constantes aparentes K, Y Umnax >, que
corresponden al valor de K,, y Vs, en presencia de un inhibidor
competitivo, como:

Ky, = Kpox* (2.51)

Vmax = Vmax (2.52)

Donde a* es igual a:

ax= (1+1/K;) (2.53)
Luego,
_ vmax[S]
V= m (254)
, — YmaxlS] (2.55)

~ K + [S]
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A partir de la ecuacion (2.51), (2.52) y (2.53) se puede ver que a medida
que aumenta la concentracion del inhibidor competitivo, aumenta el valor
de o* y por lo tanto aumenta el valor de la constante aparente (Kj,),
respecto a la reaccion sin inhibicion (2.13). Por otro lado, como el valor de
Umax DO se ve afectado por o*, v,, se mantendra constante
independientemente de la concentracion del inhibidor.

Inhibidores acompetitivos: Estos inhibidores reversibles no tienen afinidad
por la enzima libre, sin embargo presentan afinidad por el complejo ES. El
inhibidor de esta forma puede unirse al complejo ES formando el complejo
inactivo ESI (Figura 2.11). Este tipo de inhibicion produce una
disminucioén de la vy, de reaccion y del valor de K.

keat

Em
E+S—ES— E+P
+

e

Figura 2.11. Inhibicién acompetitiva [19].

A partir de la figura (2.11) y de la ecuacion (2.7), se puede derivar la

expresion de velocidad para una reaccion en presencia de un inhibidor

acompetitivo.
_ [SIIE]

K = TEST (2.56)
_ [1IES]

K; (EST] (2.57)
[Eol = [E] + [ESI] + [ES] (2.58)
Luego,

_ [S] vmax/(l + I/Ki) (259)

v =

K/ +1/K;) + [S]
Podemos definir asi las constantes aparentes K, Y Umax > que
corresponden al valor de K, y V., en presencia de un inhibidor

acompetitivo, como:

K = Kp/a* (2.60)
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Vmax = Vmax/ @* (2.61)
o* fue previamente definida en la ecuacion (2.53).
Luego,

_ Umax/a* [S]
~ Kn/ax +[S]

(2.62)
A partir de la ecuacion (2.60), (2.61) y (2.53) se puede ver que a medida
que aumenta la concentracion del inhibidor acompetitivo, aumenta el valor
de o* y por lo tanto disminuye el valor de la constante aparente (K,,),
respecto a la reaccion sin inhibicion (2.13). Lo mismo ocurre vy, 4y , la cual
se ve afectada de la misma manera por o*.

¢ Inhibidores no competitivos: Estos inhibidores reversibles mixtos pueden
unirse tanto a la enzima como al complejo ES, formando los complejos EI
y ESI (Figura 2.12). En ambos casos la union se lleva a cabo fuera del sitio
activo, lo que implica que la constante de afinidad por el sustrato (K,,) no
se modifica, no asi v,,, que cual disminuye como resultado de la alteracion

que se produce en la estructura de la enzima.

Em keat
E+S—— ES—E+P

- +
I I

e ]

El+S == ESI
Km

Figura 2.12. Inhibicién no competitiva [19].

A partir de la figura (2.12) y de la ecuaciéon (2.7), se puede derivar la

expresion de velocidad para una reaccion en presencia de un inhibidor no

competitivo.
_[SI[E] _ [EI][S] _
Kom = [ES] ~ [ESI] (2.63)
_UIE] _ [ES][]
Ki= [EI] ~ [ESI] (2.64)
[Eo] = [E] + [ES] + [EI] + [ESI] (2.65)

Luego,
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_ [S] Umax/(l + I/Ki)
K tIS]

(2.66)

Podemos definir asi las constantes aparentes K, Y Umgx > que
corresponden al valor de K,, y vuu en presencia de un inhibidor no
competitivo, como:

K, = K, (2.67)
Vmax = Vmax/ * (2.68)
o* fue previamente definida en la ecuacion (2.53).

Luego,

_ Vmax/a* |S] (2.69)
K + [S]

A partir de las ecuaciones (2.67), (2.68) y (2.53) se puede ver que a
medida que aumenta la concentracion del inhibidor no competitivo,
aumenta el valor de a* y, por lo tanto, disminuye el valor de la velocidad
maxima aparente (Vpqy), respecto a la reaccion sin inhibicion (2.13). Por

otro lado, la constante aparente K, no es afectada por el factor a* y por lo

tanto, permanece constante.

2.1.6. Obtencion de enzimas microbianas

A lo largo de la historia las enzimas se han aislado de fuentes naturales
(vegetal, animal y microbiano) para su empleo en diferentes procesos quimicos y
bioquimicos. A partir de la década del ,60 las enzimas microbianas
(principalmente amilasas y proteasas) comenzaron a reemplazar gran parte de las
enzimas de origen vegetal y animal [8]. En la década del ,,70, con la introduccion
de la ingenieria genética y la biologia molecular, se lograron obtener
microorganismos recombinantes, los cuales aumentaron la productividad y por
ende, disminuyeron los costos de los biocatalizadores microbianos [10].
Actualmente, la industria de enzimas microbianas representa aproximadamente un
90% del mercado de biocatalizadores [8]. Esto es consecuencia de algunas
propiedades de los microorganismos que los diferencian de las demas fuentes:
tienen un metabolismo muy vigoroso, son versatiles y faciles de propagar a gran
escala, son facilmente manipulables ya sea genéticamente o mediantes cambios en

su medio ambiente, sus requerimientos nutricionales son simples y no
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estacionales, etc. Esto hace que la produccion de enzimas a partir de
microorganismos sea relativamente simple, barata y confiable [8].

El proceso para la producciéon de enzimas microbianas depende de la
escala a la que se trabaje. Esta puede variar desde escala de laboratorio (para
algunas enzimas muy especificas) a escala industrial para la produccion de
enzimas de uso masivo, las cuales se consideran hoy en dia commodities [8]. Otro
factor a tener en cuenta es la pureza requerida, ya que no es lo mismo un producto
de grado farmacéutico que una enzima para uso doméstico. Por ultimo, debe
considerarse la fuente natural de la enzima, o sea el tipo de microorganismo que la
sintetiza y fundamentalmente si se trata de una enzima intracelular (si es retenida
dentro de la células) o extracelular, ya que de ello dependeran las operaciones
unitarias que conformaran el proceso.

El disefio de un bioproceso para la producciéon de enzimas incluye una
serie de etapas previas al proceso de sintesis, las cuales se conocen como
Upstream y etapas posteriores o de separacion conocidas como Downstream [21].
En el upstream del proceso se incluyen operaciones como la formulacién y
preparacion del medio del cultivo, la esterilizacion del medio del cultivo y del
biorreactor, la calibracion de los sensores y el mantenimiento y propagacion del
indculo a emplear. Posterior a estas operaciones se encuentra el proceso
fermentativo o de sintesis enzimatica propiamente dicho, el cual incluye el cultivo
y propagacion del microorganismo en biorreactores para la produccion e
induccion de la enzima. Finalmente, se encuentran las operaciones que
constituyen el downstream del proceso (Figura 2.13), las cuales pueden dividirse
en:

e Operaciones tendientes a la recuperacion de la enzima: consisten en las
operaciones de recuperacion del extracto crudo que contiene la enzima,
frecuentemente por operaciones de separacion solido-liquido, sumado a
diferentes operaciones dependiendo si la enzima es intracelular o
extracelular. Si la enzima es intracelular requerira de operaciones de
ruptura y separacion, mientras que si es extracelular requerira de
separaciones seguidas de operaciones de concentracion del extracto.

e Operaciones de purificaciéon de la enzima: consisten en las operaciones
necesarias para eliminar los compuestos indeseados a fin de purificar la

enzima, ej. precipitacion, filtracion, cromatografia, etc.
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e Operaciones destinadas a la formulacion de la enzima: corresponde a las
operaciones necesarias para la presentacion final de la enzima, puede

incluir procesos de estandarizacion, estabilizacion, deshidratacion, etc.

Figura 2.13. Obtencion de enzimas microbianas y downstream del proceso [8].
F: fermentacion, S: separacion solido-liquido, E: extraccion, C: concentracion, Pi:

purificacion, D: secado, Fi: formulacion.

2.1.7. Aplicacion industrial de enzimas

El empleo indirecto de enzimas en la manufactura y conservacion de los
alimentos se remonta al antiguo Egipto, donde las mismas intervenian en el
proceso de obtencion de bebidas alcohodlicas. Sin embargo, no fue hasta el siglo
,,18 que comenzaron a aislarse y estudiarse desde un punto de vista més cientifico
[10]. Con el avance de la biotecnologia se ha logrado mayor eficiencia en la
busqueda, obtencion y purificacion de las enzimas, permitiendo su aplicacion en
diversas industrias [22]. Algunas de las aplicaciones actuales se resumen en la
Tabla 2.2.

A la hora de escoger un catalizador para su aplicacion industrial, existen
una serie de caracteristicas que hacen a las enzimas mas eficientes que los
catalizadores quimicos. Entre las principales ventajas que surgen de la utilizacion
de enzimas estd su elevada especificidad, tanto que permite discriminar entre
partes similares de las moléculas (regioespecificidad) e incluso entre isémeros
opticos de una misma molécula (estereoespecificidad) [8, 10, 23]. Otra ventaja
importante de las enzimas respecto a los catalizadores quimicos es su capacidad

de trabajar en condiciones de reaccion (temperatura, pH, presion, etc.) suaves, con
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lo cual el consumo energético es bajo y el equipamiento necesario no requiere
materiales y aspectos constructivos especiales, lo cual resulta favorable para su
aplicacion industrial [8, 9]. Finalmente es importante destacar que las enzimas, a
diferencia de muchos catalizadores, son inalteradas por el proceso que catalizan
pudiendo emplearse sucesivas veces [8], no son toxicas para el ser humano si se
usan correctamente [10], son biodegradables [8], etc. En contraste, las enzimas
presentan algunos inconvenientes o desventajas a la hora de emplearlas. Si bien
tienen una alta actividad en condiciones moderadas de operacion, la mayoria son
muy labiles en condiciones de elevada temperatura o pH extremos, inestables en
presencia de solventes no acuosos, pueden ser degradadas por proteasas o
inactivas en presencia de algunos inhibidores [8, 10, 23]. Ademads, algunas
enzimas y sus coenzimas son costosas o dificiles de conseguir en grandes
cantidades [10, 23]. Finalmente es necesario tener en cuenta que si bien muchas
enzimas estan presente en nuestros alimentos cotidianos, algunas pueden causar

alergias cuando son ingeridas o inhaladas [10].

Tabla 2.2. Aplicaciones industriales de las enzimas.

Aplicacion Industria

Detergentes
' Farmacéutica
Enzimas como producto final . .
Pienso para animales

Analitica

Textil

Cuero
Enzimas como coadyuvantes  Pulpa y papel

Azucarera

Café

Lactea

Cervecera
Enzimas para la produccion Vinos y jugos
de alimentos y bebidas Cérnica

Panadera

Aceites
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2.2. L-Fenilalanina-amonio liasa

2.2.1. Descripcion general

Con el nombre de L-Fenilalanina amonio liasa se conoce a una serie de
enzimas que difieren en su clasificacion de acuerdo al sustrato sobre el que estan
actuando. De este modo, L-Fenilalanina amonio liasa (PAL, EC 4.3.1.24) es la
enzima que actia Unicamente en la bioconversion de L-fenilalanina en &cido
trans-cinamico y amoniaco, mientras que L-Fenilalanina amonio liasa (PAL, EC
4.3.1.25) puede catalizar tanto la bioconversion de L-fenilalanina (L-Phe) en acido
t-cindmico (-CA) y amoniaco como la bioconversion de L-tirosina (L-Tyr) en

acido p-cumarico (p-CA) y amoniaco [24] (Figura 2.14).

3 _ Oy

—
-—
Lfenilalanina dcido r-cindmico
HO
NH, HO
OH on? NH:
— -
-—
L-firosing dcido p-cumdrico

Figura 2.14. Reacciones catalizadas por PAL (EC 4.3.1.25).

PAL se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, principalmente
en plantas superiores y microorganismos. En las plantas superiores, PAL es la
enzima clave en la ruta de los fenilpropanoides (Figura 2.15), la cual da lugar a
una amplia gama de metabolitos secundarios, entre ellos: flavonoides,
isoflavonoides, resverstrol, cumarinas, estilbenos, antocianinas, lignina, etc. [25].
El desarrollo de la ruta de los fenilpropanoides, y junto a ella la sintesis de PAL en
plantas, tiene su origen en hace 500 millones de afios, cuando las primeras plantas
aparecieron en la tierra. Las mismas estaban sometidas a un gran estrés por parte
del medioambiente, particularmente a la radiacion UV y al ataque microbiano
[26]. Los metabolitos derivados de esta ruta, han demostrado tener caracteristicas
biologicas muy prometedoras, tales como pigmentacion (antocianinas), proteccion
UV (apigenina), actividad antitumoral (luteolina, apigenina), accion
antimicrobiana (1-metoxificifolinol, licorisoflavan A, 6,8-difenilgenisteina),

accion antiflamatoria y proteccion neuroldgica (rutina, pinocembrina), etc. [25].



34 | CAPITULO 2. INTRODUCCION GENERAL

HgN
L-fenilalanina

Ruta general PAL
de los

fenilpropanocides HOJJ\A©

dcido t-cindmico

C4H
o]

Biosintesis de
mondmeros de
lighnina

a
F5H + =

Hz
j\A@E COMT “°k/\[E[
_____ on

HyC
deido ferilico Acido sinapilico

HO™ ™ > 4CL 4cL
HH; —9 HO'
L-firosina HCT/CST + ?Ha EH: i
dcido p-cumdrico C3H + o R E-Goh v G- Coh
CCaOMT + Ho FSH+ o
l 4L et d Feruloil-CoA  COMT o, SNaPOT-COA
3

-

- ]
T ey
1
v ¥ SAD+

-

Guaiacil lignina Siringil lignina

p-cumaroi CoA {menémere de G lignina) [menémero de $ lignina)
S
-
|
CCR+CAD+7 ~~
-
+3Malonil-CoA a

p- Hidroxifenil lignina
. (H lignina}
CHS +CHR b o STS

P N

OH

HO. oH O HO O
Xy X Loy
OH

0 oH O
Trihidroxichalcona Tefrahidroxichalcona Resverairol
:" -~ - : =2 "l"~. .
[ "\ Auronas €& - | O™ . - .
W " v 2 Biosintesis de
Isoflavonoides Flavonas Flavonoles  Flobafenos .
" flavoncides

1 Y.

1 .

v ~a

Antociani Taninos d d

Figura 2.15. Ruta general de los fenilpropanoides [27].

El primer reporte acerca del aislamiento de PAL en plantas superiores
surge a partir de investigaciones de Koukol y Conn en el afio 1961 [28]. La
enzima aislada tenia la capacidad de desaminar L-Phe en #-CA, con lo cual la
enzima fue primeramente llamada fenilalanina desaminasa. A partir de alli, PAL
fue extensamente estudiada en plantas, tanto por su rol en el desarrollo de las
plantas, como por su comportamiento bajo diferentes estimulos [29].

En el ano 1966, PAL fue aislada por primera vez en microorganismos,
especificamente en levaduras del género Rhodotorula [30]. Un afio después,
Ogata y colaboradores realizaron un exhaustivo screening de levaduras de dicho
género, encontrando que Rhodotorula glutinis (conocida en la actualidad como
Rhodosporidium toruloides) exhibia una elevada actividad de PAL creciendo en
un medio de cultivo con L-Phe como tnica fuente de carbono y nitrogeno [31]. En

cuanto a la funcién de PAL en estos microorganismos, se piensa que la misma
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tiene un rol catabdlico, permitiendo que la levadura pueda obtener tanto carbono
como nitrogeno a partir de L-Phe.

Respecto a la presencia de PAL en otros organismos, ¢ésta fue aislada
también en 12 especies de basidiomicetes [32] y solamente en algunas pocas
bacterias [33, 34, 35]. Hasta la actualidad no se report6 la presencia de esta

enzima en animales [43].

2.2.2. Estructura y propiedades de PAL

La estructura tridimensional de PAL de R. toruloides (PAL, EC 4.3.1.25)
fue descripta por Calabrese y col. (2004) mediante el uso de cristalografia de
rayos X [36]. De este modo se pudo saber que PAL de R. toruloides es una
enzima intracelular de estructura tetramérica con 4 subunidades idénticas de 716
residuos cada una y un peso molecular de 76,88 kDa por subunidad (Figura 2.16).
Cada una de estas subunidades presenta una forma similar a la de un “caballito de
mar”, interaccionando desde la parte superior hasta la parte inferior de la
subunidad con las dos subunidades adyacentes. En lo que respecta a su estructura
secundaria, la mayoria de las cadenas polipeptidicas asumen una configuracién
del tipo a-hélice de longitud variable que puede llegar hasta los 61 residuos de
largo. Solamente se encontré un pequefio fragmento de no mas de 3 residuos de
largo que asume una configuracion del tipo ldmina B-plegada, cercana al sitio

activo de la enzima.

Figura 2.16. Estructura tridimensional de PAL de R. foruloides [36].
(A) Vista lateral de PAL (cada subunidad con un color), (B) Vista superior de PAL.
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En cuanto a las propiedades de PAL, dependen exclusivamente de la
fuente de la enzima y el grado de pureza alcanzado [37]. A partir de su
descubrimiento en 1966, PAL de R. toruloides ha sido extensamente purificada y
caracterizada [38, 39, 40, 41, 42]. Algunos de los parametros descriptivos de esta

enzima se resumen en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Propiedades de PAL de R. toruloides.

Propiedad Valor

Peso molecular (kDa) 330

Punto isoeléctrico 5,4

Vimar (WmMol/min mg) 1,4

Km (mmol/l) 0,25
Termoestabilidad 50°C/10 min
pH optimo 8,5

2.2.3. Mecanismo de catalisis de PAL

El mecanismo mediante el cual PAL cataliza la reaccion reversible de
desaminacion de L-Phe para dar lugar a +-CA es del tipo Uni-Bi secuencial
ordenado [43]. En dicho mecanismo, esquematizado en la Figura 2.17, el S (Phe)
se une a la E para luego liberar primeramente el -CA (representado como “Cin”)

y luego el amoniaco en forma ordenada.

Fhe Cin NH.*

E E. Phe E.Cin (NH," E. (NH,) E

Figura 2.17. Mecanismo de catalisis de PAL [43].

En cuanto al sitio activo de la enzima, se ha reportado, como en muchas
aminoacidos amonio liasas, la presencia del grupo protético 3,5-dihidro-5-
metiliden-4H-imidazol-4-ona (MIO) [44]. Como puede verse en la Figura 2.18,
MIO es un electrofilo producido por ciclacion autocatalitica y posterior
eliminacion de una molécula de agua de un segmento tripeptido interno formado
por Ala-Ser-Gly [45]. Las primeras interpretaciones del papel de MIO en la

catalisis sugerian que el electrofilo MIO reaccionaba con el grupo amino de la L-
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Phe, produciendo la activacion y la ruptura del enlace C-H, la formacion del doble
enlace y la consecuente expulsion del amonio [46]. Mas recientemente [47, 48,
49] se hallo evidencia de que en realidad MIO ataca el anillo aromatico de la L-
Phe en una reaccion del tipo Friedel-Crafts, para luego activar el enlace C-H y
producir la ruptura de dicho enlace mediante un mecanismo del tipo Elcb.
Finalmente, luego de la formacion del doble enlace y la estabilizacion del

carbanion intermediario, se libera el grupo amino (Figura 2.19).

HO
II-I O lTI o]
WY

HO.
CH;, CHs

N\)YO — Nx)k//ci H,O
< =<0

Figura 2.18. Sintesis de MIO [50].

Figura 2.19. Mecanismo propuesto para el papel de MIO en la catalisis [50].
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2.2.4. Caracteristicas cinéticas de PAL

El seguimiento de la reaccion catalizada por PAL puede llevarse a cabo
mediante el monitoreo de la disminucion de L-Phe, asi como también la
formacion de -CA. Por simplicidad lo mas frecuente es determinar la actividad de
PAL mediante la medida espectrofotométrica de -CA a 290 nm.

Respecto a la cinética de PAL, ésta es compleja y altamente dependiente
del origen de la enzima [43]. En el caso particular de PAL de R. toruloides se ha
propuesto una cinética del tipo Michaelis-Menten, con un K, de aproximadamente
0.29 mM [41].

Como ya se menciond anteriormente, PAL obtenida a partir de R.
toruloides puede emplear también L-Tyr como sustrato, dando lugar a p-CA. Si
ambos sustratos se encuentran en la misma mezcla de reaccidon en condiciones
Optimas para la desaminacion de L-Phe, L-Tyr se transforma a p-CA al 50% de la
velocidad de ésta [41]. En cuanto a sus estereoisomeros (D-Phe y D-Tyr), no
pueden ser empleados como sustratos [38, 41]. Por otro lado, PAL puede utilizar
t-CA para la produccion de L-Phe, mediante reaccion inversa [51, 52, 53, 54]. La
reaccion es reversible a elevadas concentraciones de amonio (>7 M) y pH entre 10
y 11,5[52, 53].

En cuanto a la inhibicion de la actividad de PAL, se ha reportado que los
reactivos del sulthidrilo, tales como p-cloromercuribenzoato y cloruro de
mercurio, inhiben la PAL de R. toruloides [41]. Ademas, se ha demostrado que el
agente reductor borohidruro de sodio también actlia como inhibidor [41]. En lo
que respecta a -CA, se demostrd que puede actuar de inhibidor en la reaccion
inversa de PAL a concentraciones mayores a 60 mM [52]. Algunos derivados de
t-CA (ie. p-hidroxicinamato) pueden actuar también como inhibidores
competitivos [38]. En contraste, PAL de R. toruloides no es afectada por la
presencia de metales pesados, compuestos quelantes o reactivos carbonilos [41],
los cuales pueden inhibir PAL obtenida de otras fuentes [43].

Finalmente, se sabe que la actividad PAL en las células suele declinar
rdpidamente durante el transcurso de la reaccion [43]. Con la finalidad de
estabilizar la actividad PAL in vivo, se ha propuesto la incorporacion de L-
isoleucina (L-Ile) en el medio de cultivo [52] asi como también pequefias

concentraciones de Mg y glicerol durante la incubacién [55].
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2.2.5. Produccion biotecnologica de PAL

Debido a la importancia de esta enzima y su potencial aplicacion en el
campo de la sintesis organica y la medicina, se han estudiado diferentes
estrategias para la produccion de PAL con elevada actividad.

La induccién enzimatica es una de las estrategias mas empleadas para
mejorar la produccion de enzimas [29]. En este sentido los sustratos de la enzima
actian como los mejores inductores. En lo que respecta a PAL, L-Phe ha
demostrado ser eficiente en la inducciéon de PAL [52], asi como también otros
aminoacidos, tales como D-fenilalanina, L-isoleucina, D-isoleucina, L-leucina, D-
leucina, L-valina, L-metionina, L-triptofano y L-tirosina [56]. También se ha
reportado que la presencia de glucosa en el medio de cultivo reprime la biosintesis
de PAL [57].

Debido a que la enzima es citoplasmatica, requiere ser extraida por
metodologias de ruptura celular y posteriormente purificada, o bien pueden
emplearse diferentes métodos de permeabilizacion los cuales permiten emplear la
enzima dentro de su ambiente natural, la célula. En cuanto a los métodos de
permeabilizacion se ha reportado la utilizacion de técnicas de ultrasonido,
solventes organicos, surfactantes y enzimas liticas [58].

En cuanto a los microrganismos a emplear para la produccion
biotecnologica de PAL, como ya se menciond anteriormente, la especie
Rhodosporidium toruloides es una de las levaduras mas empleadas, debido a su
elevada actividad PAL y sus bajos requerimientos nutricionales. R. toruloides
(NBRC 0559) es una levadura basidiomicete, cuyo amorfo es la especie
Rhodotorula glutinis [59]. Se lo aislé primeramente en la pulpa de madera de
algunas coniferas [60], pero se encuentra presente en el aire y el suelo. Tiene la
caracteristica de ser una levadura oleaginosa, pudiendo acumular hasta 75% de su
peso en lipidos [61]. Ademés es capaz de sintetizar pigmentos (carotenoides) de
color salmén, como mecanismo de fotoproteccion contra radiaciones de ciertas
longitudes de onda [62]. Estos pigmentos son los que le confieren su coloracion
cuando es cultivado in vitro (Figura 2.20). En cuanto a sus caracteristica de
cultivo, R. toruloides es un microorganismo aerdbico, con una temperatura optima

de crecimiento de 24°C - 30°C y un pH entre 5,2 y 6,0 [63]. Ademads, tiene
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requerimientos nutricionales sencillos, pudiendo crecer en una amplia gama de FC

y FN y no requiere de vitaminas para su crecimiento [63].

Figura 2.20. Cultivo en medio so6lido de R. foruloides [64].

Finalmente en lo que respecta a la produccion de biocatalizadores, resulta
indispensable encontrar técnicas adecuadas de inmovilizacion las cuales permitan
poder estabilizar el mismo, aislarlo sin dificultad y poder reutilizarlos en los
subsiguientes procesos. Dichas tecnologias de inmovilizacion seran eficientes
siempre y cuando sean econdmicas (teniendo en mente el producto obtenido), de
facil preparacion, estables en las condiciones de reaccion, no toxicas, etc. De este

punto en particular se discutird mas adelante.

2.2.6. Aplicaciones de PAL

PAL es una de las pocas enzimas no hidroliticas que han sido
extensamente estudiadas por aplicacion industrial [43]. Tanto la reaccion
fisiologica que produce ~-CA como la reaccidon inversa revisten interés en el
campo de la industria quimica y en la medicina.

Se ha mencionado previamente las condiciones necesarias para la reaccion
inversa de PAL [52, 53, 55]. Dicha reaccion tiene especial interés para la industria
farmacéutica y alimenticia. Por un lado se sabe que L-Phe es un aminoécido
esencial y, por lo tanto, es empleado por la industria farmacéutica para la
formulacion de suplementos dietéticos. Por otro lado, L-Phe es uno de los
precursores necesarios para la fabricacion del edulcorante artificial aspartamo, con
lo cual la demanda de este aminoacido por parte de la industria alimenticia, se ha

incrementado en los ultimos afos [29].
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Adicionalmente, se ha observado que al aumentar la actividad PAL,
aumenta el deterioro de vegetales de hojas [65]. En este sentido PAL también es
importante para la industria alimenticia ya que la comprension de los factores que
aumentan la actividad, junto con el desarrollo de métodos de inhibicion (por
ejemplo el tratamiento con 0zono) permitiria aumentar la vida util de los vegetales
procesados.

En cuanto a las aplicaciones médicas, PAL ha sido estudiada por su
potencialidad en el tratamiento de ciertos tumores (adenocarcinoma y melanoma).
En este sentido, se ha demostrado que PAL inhibe el crecimiento de células
neoplasicas in vitro, produciendo la cura de ratones inoculados con leucemia
linfoblastica [66, 67].

A pesar de la importancia que tiene lo anteriormente mencionado, el
principal interés de la medicina en esta enzima se encuentra en su aplicacion para
la deteccion y tratamiento de la fenilcetonuria. La deteccion temprana de la
fenilcetonuria es de suma importancia a fin de diagnosticar tempranamente la
enfermedad y asi poder tratar al paciente inmediatamente, evitando dafos a largo
plazo. En este sentido PAL se ha empleado en la cuantificacion tanto de L-Phe
como L-Tyr en plasma y orina para el diagnostico de fenilcetonuria en neonatos
[43]. Mas recientemente se ha desarrollado un biosensor empleando PAL para la
cuantificacion de L-Phe en sangre de neonatos [68]. En cuanto al tratamiento, si
bien actualmente no se ha hallado un tratamiento clinico eficiente para la
enfermedad, se ha investigado una serie de alternativas que incluyen el uso de
PAL. Los primeros estudios indagaron en la administracion de soluciones de PAL
recombinante en roedores con hiperfenilalaninemias, por via oral o subcutanea.
Estos estudios tenian la finalidad de disminuir rdpidamente la concentracion de L-
Phe en el plasma [69, 70]. Aun cuando se logro este objetivo, estos resultados no
pudieron repetirse en el tiempo debido a la respuesta inmune que desarrollaron
dichos roedores. Es mas, estos preparados de PAL eran degradados en el lumen
intestinal debido a la presencia de proteasas [29]. Para resolver esta problematica
en los ultimos afios se viene trabajando en la proteccion y estabilizacion de PAL
recombinante mediante pegilacion con polietilenglicol (PEG-PAL), la cual es
aplicada a los ratones, via subcutanea u oral [71, 72, 73]. Estos ultimos ensayos,

aunque son muy prometedores, ain se encuentran en fase preclinica.
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2.3. Fenilcetonuria.

2.3.1. Etiologia de la enfermedad

La Fenilcetonuria (PKU) es un desorden metabdlico congénito
caracterizado por la alteracion en el metabolismo de la fenilalanina, debido a la
deficiencia total o parcial de L-Fenilalanina hidroxilasa (PAH; EC 1.14.16.1).
PAH es una enzima clave en el catabolismo de L-Phe, ya que cataliza la
hidroxilacion de L-Phe en L-Tyr en el higado (Figura 2.21) [74]. Cuando la esta
ruta es bloqueada, la L-Phe se acumula en el torrente sanguineo ocasionando
graves trastornos cognitivos y microcefalia. Luego, el exceso de L-Phe se excreta
por la orina en forma de acido fenilpirivico. La presencia de este acido, de un
aroma caracteristico en la orina de pacientes con retrasos mentales, fue el indicio
que hizo que Folling en el afio 1934 describa la enfermedad por primera vez. A
partir de alli la patologia fue ampliamente estudiada, siendo la primera

enfermedad detectada con éxito en la pesquisa neonatal [6].

m ) )
F

BH, 4a-OH-BH,

coor

Fe?*, 0,
HO
L-Phe R L-Tyr

Figura 2.21. Reaccion catalizada por PAH [75].

La deficiencia de PAH es un desorden autosdmico-recesivo. Se han
detectado mas de 400 mutaciones a lo largo del cromosoma 12, donde esta
localizado el gen que codifica PAH. La severidad de este desorden esta
relacionada con la naturaleza de las mutaciones [6].

Adicionalmente PAH requiere el cofactor (6R)-L-erythro-5,6,7,8-
tetrahydrobiopterin (BH4), oxigeno molecular y Fe*" enlazado al sitio activo [76].
BH4 es el donador de electrones durante la catdlisis de PAH oxidandose a
dihidrobiopterina (qBH2). Luego, la qBH2 se reduce de nuevo a BH4, a través de
una reaccion catalizada por la dihidropterina reductasa (DHPR: EC 1.6.99.7) [77].
La deficiencia en la biosintesis o reciclado del cofactor BH4 es reconocido como
la principal causa de una variante leve de PKU, la cual puede ser parcialmente

tratada con la suplementacion del mismo [78]. En el caso de Ilas
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hiperfenilalaninemias causadas por defecto del cofactor BH4, no so6lo afecta la
hidroxilacion de la fenilalanina, sino que también de la tirosina y del triptéfano,
dando lugar a deficiencias en 3-5 dihidroxifenilalanina (L-DOPA) y 5-
hidroxitriptofano (SHT). Como consecuencia de ello, la sintesis de
neurotransmisores dopaminérgicos y serotoninérgicos también se ve afectada por

esta condicion [77].

2.3.2. Clasificacion

Aun cuando PKU es uno de los desérdenes metabdlicos mas comunes a lo

largo del mundo (Tabla 2.4), no hay consenso mundial acerca de su clasificacion.

Tabla 2.4. Incidencia de PKU a lo largo del mundo [79, 80].

Pais Incidencia de PKU  Pais Incidencia de PKU
Argentina 1:28200 Italia 1: 17000
Australia 1 : 10000 Japon 1:125000
Brasil 1:23600 Corea 1:41000
Canada 1:22000 Meéxico 1:161700
Chile 1: 19600 Noruega 1 : 14500
China 1:17000 Paraguay 1:31600
CostaRica 1:49200 Perti 1 : 48900
Cuba 1:52600 Escocia 1:5300
Finlandia <1:100000 Espafia 1:6500
Francia 1:13500 Turquia 1:2600
Alemania 1:8500 Inglaterra 1:14300
Hungria 1:11000 Uruguay 1:20900
India 1:18300 USA 1: 15000
Irlanda 1:4500 Yemenitas (Israel) 1 :5300

En general pueden reconocerse 4 categorias de acuerdo a los niveles de L-

Phe en pacientes sin tratamiento [81]:
e PKU cléasica: es la variante mas severa de la enfermedad. Estd
caracterizada por niveles de L-Phe en plasma mayores a 1200 umol/l (> 20

mg/dl).
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e PKU moderada: caracterizada por niveles de L-Phe en plasma entre 600 y
1200 pmol/l (10 a 20 mg/dl).

e PKU leve: caracterizada por niveles de L-Phe en plasma entre 360 y 600
umol/1 (6 a 10 mg/dl).

e Hiperfenilalaninemia leve (mHPA): caracterizada por niveles de L-Phe en
plasma entre 120 y 360 umol/l (2 a 6 mg/dl).
De esta clasificacion dependeran los niveles de tolerancia de L-Phe y por

ende la rigurosidad del tratamiento a base de una dieta restringida.

2.3.3. Sintomatologia

La deficiencia en la actividad de PAH produce una serie de trastornos
dependiendo de la severidad. En principio la ausencia de tirosina y otros
compuestos derivados que actiian en la sintesis de neurotransmisores, ocasiona a
corto plazo diferentes grados de disfuncion cerebral. A su vez, en los pacientes
con PKU, la fenilalanina se acumula en el torrente sanguineo, ocasionando
alteraciones estructurales del Sistema Nervioso Central, caracterizada por graves
trastornos en el desarrollo mental en los nifios afectados. De no ser detectada a
tiempo y recibir un tratamiento inmediato, puede derivar en secuelas neurologicas
irreversibles y diferentes grados de discapacidad mental [6].

Los sintomas en el niflo aparecen a partir de los tres meses y se
caracterizan por la pérdida de interés del nifio respecto a su entorno. La evidencia
de retrasos mentales suelen ser claros al afio de edad. Algunos de los sintomas
perceptibles en pacientes sin tratamiento, se detallan a continuacion [6, 82]:

e Microcefalia.

e (arécter irritable, inquieto y destructivo.

e Depresion, aislamiento social, baja autoestima y problemas para
comunicarse con las personas.

e Bajo coeficiente intelectual.

e Liberacion de un olor similar a “moho” por la produccion de 4acido
fenilacético, excretado por orina y sudor.

e Piel seca con presencia de eruptivas.

e Convulsiones y temblores involuntarios.
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e Hipopigmentaciéon del cabello, iris y piel. Esto se debe a que la tirosina
esta ligada directamente con la produccion de melaninas.

Estos sintomas, perfectamente visibles en pacientes no tratados, son

raramente perceptibles en la actualidad en paises donde el diagndstico neonatal

evita dafos degenerativos. Sin embargo, la realidad es distinta en paises donde

aun no existe pesquisa neonatal y los controles son casi inexistentes [6].

2.3.4. Deteccion

Desde el descubrimiento de la enfermedad en el afo 1934, se han
desarrollado diferentes metodologias bioquimicas a fin de poder cuantificar los
niveles de L-Phe y de este modo diagnosticar la enfermedad.

El primer programa de pesquisa de PKU se implement6 en Estados Unidos
en el afio 1957 y se trataba de la determinacion de fenilpiruvato en orina por
medio de un test empleando cloruro férrico. Sin embargo, esta metodologia no
tuvo impacto favorable, ya que los niveles detectables de fenilpiruvato en orina
implicaban niveles dafiinos de L-Phe en sangre. De este modo la técnica
presentaba muchos falsos negativos, con lo que no revestia utilidad para el
diagnostico precoz de pacientes con PKU [83].

Mas adelante, en 1963, Guthrie y Susie [84] desarrollaron una de las
técnicas mas empleadas y efectivas para la deteccion de PKU. Esta técnica se basa
en la determinacién semi-cuantitativa de L-Phe por ensayo de inhibicion del
crecimiento de la cepa Bacillus subtilis. Para ello se emplea una pequefia gota de
sangre del talon del recién nacido, la cual se impregna en un disco de papel. Dicho
disco se coloca sobre una placa de Petri inoculada con la cepa Bacillus subtilis la
cual contiene ademés un inhibidor del crecimiento (B-2 tienilalanina). Debido a
que la inhibicidn puede ser superada por la presencia de altos niveles de L-Phe, el
crecimiento de la cepa tras una noche de incubacion puede ser indicador de PKU
(Figura 2.22). Para cuantificar la técnica se compara el crecimiento con sangre
normal a la cual se le adiciona diferentes concentraciones de L-Phe. Si la
concentracion de L-Phe es menor que 2 mg/dl se considera fisiologico, si esta
entre 2 y 4 mg/dl debe reiterarse la prueba luego de unos dias y si tiene mas de 4

mg/dl se considera patologico. Este test demostrd ser especifico, barato, sencillo y
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solo requiere una pequefia gota de sangre, con lo cual fue ampliamente utilizado

en pesquisas neonatales desde entonces.

Figura 2.22. Test de Guthrie [85].

En la actualidad, el protocolo de deteccion y los niveles de corte para el
diagnodstico de PKU varian de acuerdo al pais donde se realice la pesquisa. En
general es posible detectar tempranamente la enfermedad (2 o 3 dias a partir del
nacimiento). Para ello es indispensable que el paciente haya consumido leche
materna, ya que de otro modo, no se observard niveles elevados de fenilalanina
aun cuando la enfermedad esté presente.

Debido a que existen otras patologias ademas de PKU que pueden elevar
los niveles de fenilalanina en sangre (defectos en BH4 o bien disfuncion hepética)
resulta imprescindible la medida tanto de L-Phe como L-Tyr en sangre. Si el
paciente tiene una relacion mayor a 3 entre ambos aminoacidos, es altamente
probable que contenga la enfermedad [6].

Adicionalmente, con la finalidad de prescribir el tratamiento adecuado de
acuerdo a las variantes de PKU e hiperfenilalaninemia, es necesario un
diagnostico diferencial en todos aquellos pacientes con niveles de L-Phe mayores
a 2,5 mg/dl. Dicho diagndstico diferencial incluye [77]:

e Cuantificacion total de aminodcidos en plasma o suero.
e Determinacion de actividad DHPR en eritrocitos.
e (Cuantificacion de aminodacidos, acidos orgéanicos y proteinas en orina de

12 h congelada y almacenada en oscuridad.

e Determinacion de L-Phe en sangre de los padres y hermanos, si los

hubiere.



CAPITULO 2. INTRODUCCION GENERAL |47

Para llevar a cabo estos estudios se cuenta en la actualidad con técnicas
avanzadas, precisas y rapidas, tales como Espectrometria de masa, Fluorimetria y
kits colorimétricos. Estos analisis se realizan hoy en dia en los laboratorios de los
centros médicos y luego se cotejan con las determinaciones realizadas en

laboratorios de referencia.

2.3.5. Tratamiento

El objetivo del tratamiento de PKU es mantener los niveles de L-Phe en
plasma entre 120 a 360 pumol/l, donde no se observa daiio neurologico [81].
Dichos niveles dependeran de dos factores esenciales: la actividad residual de
PAH y la ingesta de L-Phe a través de la dieta [6].

Si bien se han desarrollado pruebas clinicas para erradicar la enfermedad,
no existe hasta la fecha un tratamiento efectivo que no signifique la limitacion del
consumo de alimentos proteicos que contengan L-Phe en su composicion. Esto
implica que los pacientes, dependiendo de la severidad de la enfermedad, deben
seguir una estricta dieta, baja en proteinas de origen animal y vegetal. Entre los
alimentos mas comuUnmente ingeridos en los que esta presente el aminoacido en
cuestion se encuentran: leche materna y de otros mamiferos, huevos, pollo, carne
vacuna, cerdo, salmon, sardinas, cereales, harina, soja, arroz, bebidas dietéticas
que contengan aspartamo, algunas golosinas, etc. [6]. Existe sin embargo un grupo
de alimentos denominados “alimentos libres” los cuales tienen niveles de L-Phe
muy bajos en su composicion y por ende pueden ser consumidos, casi sin
restriccion, por los pacientes con PKU [86]. Si bien la categoria de “alimentos
libres” difiere entre los diversos centros de referencia, la mayoria incluyen:
azucar, aceite, vinagre, miel, especias, jugo de manzana, algunas golosinas y
algunas frutas y verduras [86].

Debido a la importancia del consumo de proteinas para el desarrollo, los
pacientes con PKU deben suplir la deficiencia en aminoacidos esenciales
mediante la ingesta de formulas consistentes en una mezcla de aminoacidos
sintéticos con escaso o nulo contenido de Phe [87]. Dichas férmulas pueden o no
estar suplementadas con carbohidratos, lipidos, vitaminas, minerales, etc. Estas
formulas se presentan frecuentemente en el mercado como bebidas o bien polvos

para reconstituir. Debido a que las mezclas de aminoacidos tienen gustos no
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agradables, se incorporan saborizantes y a la vez se diluyen. En consecuencia se
requiere consumir un elevado volumen a lo largo del dia para completar los
requerimientos diarios de aminoacidos. Existen reportes que indican que este tipo
de suplemento inhibe el apetito y produce algunos problemas gastrointestinales en
nifios con PKU [88]. Las nuevas formulaciones tienen como objetivo reducir los
volimenes a ingerir y el poder caldrico de las mismas, con la finalidad de evitar
estas problematicas [89].

Como se ha mencionado anteriormente, la tolerancia en la ingesta de L-
Phe dependera del tipo de PKU o HPA. Adicionalmente, una suplementacion
adecuada debe tener en cuenta la edad del paciente, ya que los requerimientos
nutricionales para el desarrollo normal del sistema nervioso central disminuyen
con la edad. En cuanto a la dosificacion de la dieta, existen variados criterios a lo
largo del mundo [90]. En la presente tesis tomaremos como referencia las

recomendaciones de la FAO, las cuales se resumen en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5. Guia de administracion de dieta para pacientes con PKU. PAVB: proteina de
alto valor biolédgico (carne, leche cereales, etc.), PrXPhe: proteina contenida en féormulas,

PBVB: proteina de bajo valor biologico (frutas, verduras sin Phe) [77].

Severidad Pardametro 0a 3 meses 1a3arios 10a l5 afios
PKU clésica PAVB (g/dia) <5 <6 <6
Phe (mg/kg/dia) 35-50 15-20 -
PrXPhe (g/kg/dia)  2,5-3,0 2,5-3,0 1,7-2,0
PBVB No Libre Libre
PKU moderada PAVB (g/dia) <5 <12 <20
Phe (mg/kg/dia) 35-50 40-50 -
PrXPhe (g/kg/dia)  2,5-3,0 2,0 1,7-2,0
PBVB No Libre Libre
PKU leve PAVB (g/kg/dia) <1,5 <1,5 -
Phe (mg/kg/dia) - - -
PrXPhe (g/kg/dia) 1,5 1,5 1
PBVB No Libres Libres

Como puede observarse en la Tabla 2.5, los pacientes con PKU requieren

una concentracion minima de L-Phe para el desarrollo y crecimiento normal. Esta
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dependera de la edad y de la tolerancia a PAVB, la cual estd directamente
relacionada a la severidad de la enfermedad. Cabe destacar que cada individuo es
diferente, con lo cual la dieta y la dosificacion de las formulas deben estar acorde
a las caracteristicas particulares de cada uno y a su vez deben llevarse a cabo
seguimientos periddicos del paciente.

En lo que respecta a pacientes con mHPA, los mismos no se encuentran
contemplados en la Tabla 2.5 debido a que pueden seguir una alimentacion
normal siempre y cuando mantengan niveles de Phe en sangre <6 mg/dl o <3
mg/dl en caso de mujeres embarazadas. En algunas situaciones puntuales (fiebre,
alergias, etc.) los niveles de Phe pueden verse incrementados, con lo cual estos

pacientes deben disminuir el consumo de PAVB.

2.3.6. Nuevas alternativas terapéuticas

Desde que PKU fue descubierta, se han abordados muchos estudios con la
finalidad de encontrar la cura de esta enfermedad. Hasta el dia de hoy no se ha
encontrado ningiin método para revertir la deficiencia de PAH. Sin embargo, se
estan estudiando alternativas para poder reemplazar el tratamiento a base de una
dieta estricta suplementada con férmulas de aminoacidos.

En la busqueda por suplementos dietarios provenientes de fuentes
proteicas naturales, se encontré una proteina proveniente del suero, la cual es
naturalmente baja en L-Phe. Esta proteina se denomind Glicomacropéptidos
(GMP) y fue extensamente estudiada para reemplazar las formulas existentes [91].
Uno de los inconvenientes del GMP es que tiene muy baja concentracion de
tirosina, histidina, leucina, triptéfano y arginina, y por ende requiere suplementar
estos aminoacidos mediante otra fuente, con lo cual el paciente no puede
independizarse de las formulas sintéticas. Ademas, este producto no se encuentra
disponible en muchos paises atn [6, 82].

Otra alternativa innovadora fueron los aminoacidos neutros de cadena
larga (LNAA). Estos compiten con la L-Phe presente en el plasma para ingresar
en el cerebro a través del mismo transportador neuronal (LAT1). Esto implicaria
que al incrementar las concentraciones de LNAA en sangre, evitaria que la L-Phe
dafie el sistema nervioso central, y a su vez proveeria los aminoacidos necesarios

para la sintesis de neurotransmisores [92]. Aun cuando resulta atractiva esta



50 | CAPITULO 2. INTRODUCCION GENERAL

alternativa, existen muchas criticas alrededor, ya que para cumplir su objetivo se
requiere ingerir grandes cantidades de LNAA y existen dudas de que si es
confiable administrar este tratamiento sin restriccion de la dieta, especialmente en
niflos y mujeres embarazadas [6].

Por otro lado, ya se ha comentado previamente (ver seccion 2.3.1) el uso
de suplementos de BH4 para tratar la deficiencia de este cofactor, la cual es la
principal causa de una variante de PKU. Sin embargo, algunos estudios recientes
han demostrado que puede ser beneficiosa la suplementacion de BH4 en pacientes
con HPA o PKU leve [6]. Aunque el mecanismos de acciéon del BH4 sobre la
deficiencia de PAH no es claro, entre el 20% y 56% de los pacientes sometidos a
estas pruebas han logrado una reduccion de L-Phe en plasma mayor al 30% [82].
Una evaluacion del genotipo del paciente puede predecir si tendra buena
aceptacion a la suplementacion de BH4. Sin embargo, de ninguna manera debe
asumirse dicha respuesta, con lo cual no debe posponerse el tratamiento a base de
dieta [82]. Actualmente la féormula KUVAN, que consiste en un preparado
sintético de sapropterina dihidrocloruro, se comercializa en EE.UU. y Europa, y
tiene licencia solamente para niflos de mas de 4 afios de edad que han demostrado
una respuesta favorable al BH4 [6].

En lo que respecta a mejorar la calidad de vida de los pacientes, se
requieren tratamientos dirigidos a la cura definitiva de la enfermedad. En este
aspecto toda la atencion se enfoca en la terapia génica y en la enzimatica. En
cuanto a la terapia génica existen dos alternativas, el trasplante de células
genéticamente modificadas que expresen un sistema que metabolice la L-Phe, o
bien la insercidon de los genes necesarios en drganos adecuados del paciente (i.e.
musculo esquelético) [82]. Respecto a los antecedentes dentro de lo que es terapia
génica, se ha llevado a cabo la infusion del vector adenoviral recombinante que
contiene PAH ADNc humano en ratones deficientes en PAH (PAH™?), logrando
reducir notablemente la concentracion de fenilalanina en sangre a niveles
normales. Sin embargo, el efecto resultd transitorio ya que los modelos
presentaban una respuesta inmune contra el vector adenoviral, haciendo que esta
técnica no sea reproducible [93]. Hasta la actualidad, no hay ningun reporte del
uso de terapia génica en humanos [6].

Por otro lado, en lo referente a la terapia enzimatica, el objetivo es

suministrar enzimas exdgenas que logren metabolizar correctamente la L-Phe en
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L-Tyr, o bien convertir el exceso de L-Phe en un producto no dafiino para el
paciente. En este sentido se ha intentado hallar un biocatalizador consistente en
PAH aislada del higado de ratas, purificada e inmovilizada en una matriz de
poliacrilamida [94]. Sin embargo, esta alternativa no prosperd debido a que
ningiin método pudo evitar la degradacion de la enzima y su pérdida de actividad
[95]. Dentro de todas las alternativas en terapia enzimatica, PAL ha brindado los
resultados mas prometedores, ya que cataliza la conversion de L-Phe en -CA y
amonio, ambos inocuos para los pacientes. Por un lado, el ~-CA se convierte
rapidamente en el cuerpo en acido benzoico y posteriormente en acido hiptrico el
cual es excretado en la orina [96]. Por su parte, el amonio no se acumula en
suficiente cantidad como para resultar perjudicial para el paciente [95]. Los
aportes mas significativos en cuanto a la terapia enzimatica empleando PAL, se
resumieron en la seccion 2.2.6.

En conclusion, se han desarrollado recientemente algunas alternativas en
pos del tratamiento, algunas de ellas con resultados prometedores. Sin embargo, la
mayoria de ellas no se encuentran disponibles a lo largo del mundo [6] o bien
tienen un costo demasiado elevado para paises no desarrollados, como es el caso
también de las formulas de aminoacidos [7]. Ademas, en muchos paises
desarrollados el seguro social se encarga de los costos asociados con la
enfermedad, lo cual no es comun en paises en desarrollo o subdesarrollados donde
el paciente debe hacerse cargo de los costos del tratamiento total o parcialmente
[82].

A pesar de todas las alternativas terapéuticas presentadas en esta seccion,
ninguna de ellas se estd implementando eficientemente a lo largo del mundo,
siendo en la actualidad el unico tratamiento posible de la enfermedad, la
limitacién del consumo de L-Phe en la dieta, sumado a una suplementacion de los

aminodacidos restantes [6].



52 | CAPITULO 2. INTRODUCCION GENERAL



Parte 11

Obtencion del
biocatalizador






Capitulo 3

Optimizacidon del medio de cultivo
para la produccidon de PAL

3.1. Objetivos

Los objetivos del presente capitulo son:

e [Evaluar diferentes estrategias de induccion de PAL.

e Determinar la influencia de diferentes FCE y FN, en la productividad de
biomasa y en la actividad especifica de PAL.

e Optimizar el medio de cultivo en lo que respecta composicion cualitativa y
cuantitativa de los macro y micronutrientes, mediante la aplicacion de

diversos disefios experimentales.

3.2. Fundamentos

3.2.1. Nutricion microbiana

Los microorganismos requieren una serie de nutrientes para la sintesis de
las biomoléculas que le permitirdn crecer, multiplicarse, mantenerse y sintetizar
diferentes productos de interés biotecnologicos, tanto intracelulares como
extracelulares. Los requerimientos nutricionales varian entre los microorganismos
cualitativamente y cuantitativamente [97]. Sin embargo se sabe, que como todo
organismo vivo, requiere cuatro elementos fundamentales para el crecimiento y la
reproduccion: carbono (C), hidrogeno (H), oxigeno (O) y nitrogeno (N). Estos
elementos son la base fundamental de las biomoléculas mayoritarias que
constituyen la célula: proteina, carbohidratos, lipidos y &cidos nucleicos. De
acuerdo a la forma mediante la cual el microorganismo se provee de estos
elementos fundamentales, pueden clasificarse en: autotrofos (obtienen el C a partir
del CO,) y heterétrofos (si obtienen el carbono a partir de la oxidacion de

compuestos quimicos). Ademds de los cuatro elementos fundamentales, otros

55
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elementos son importantes para la célula: azufre, potasio, foésforo, calcio, hierro,

magnesio, entre otros [98].

Todos los nutrientes antes mencionados deben ser suministrados por el

medio de cultivo, el cual debe suplir las cantidades minimas requeridas por el

microorganismo. De acuerdo a las concentraciones en las que se encuentran en el

medio de cultivo, podemos clasificar a los nutrientes en [99]:

Macronutrientes: son aquellos nutrientes que se adicionan en
concentraciones del orden de g/I.

Micronutrientes: son aquellos nutrientes que se adicionan en
concentraciones en el orden de mg/1 o pg/l.

En cuanto a la naturaleza y funcion de los nutrientes en el medio de

cultivo, podemos hacer la siguiente diferenciacion [99]:

Fuente de carbono y energia (FCE): en microorganismos
quimioorgandtrofos, la FCE suministra el carbono necesario para la
sintesis de macromoléculas y la energia necesaria para llevar a cabo los
procesos metabolicos. Un microorganismo tipico contiene el 50% de su
peso seco en carbono [97], lo que implica que la FCE es un componente
primordial en el medio de cultivo. Existe una amplia variedad de
compuestos que pueden utilizarse como FCE. Las FCE usualmente
empleados son los azucares fermentables, principalmente monosacaridos
(hexosas y pentosas), algunos alcoholes y polioles como por ejemplo el
glicerol, sorbitol y algunos hidrocarburos. En la actualidad, con la
finalidad de disminuir el costo de los bioprocesos, se estan empleando
fuentes mas econdmicas, como ser melazas, suero de queso, algunos
cereales e incluso desechos industriales. La capacidad de asimilar y
emplear la FCE varia respecto al metabolismo de los microorganismos ya
que dependera de que el mismo contenga el pool enzimdtico necesario
para las reacciones de catabolismo y produccion de energia. Debido a estas
particularidades del metabolismo es necesario estudiar los requerimientos
de carbono y energia del microorganismo a fin de optimizar los parametros
de crecimiento y produccion de metabolitos de interés biotecnologico.

Fuente de nitrégeno (FN): Luego del carbono, el nitrogeno es el

componente mas abundante de la célula, representando aproximadamente
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el 12% de su peso seco [97]. La funcion de la FN en el microorganismo es
proveer el nitrégeno requerido para la sintesis de proteinas, acidos
nucleicos y componentes de la pared celular. En la naturaleza, el nitrogeno
se encuentra formando parte de compuestos inorganicos tales como N,
NH;, NO;’, etc. y compuestos organicos como aminodcidos, urea,
peptonas, etc.

Macroelementos: Existe una amplia gama de compuestos que se requieren
para el metabolismo celular. Entre estos compuestos se encuentran:
fosforo, azufre, calcio, magnesio, potasio, sodio, etc. Los mismos se
incorporan al medio de cultivo en forma de sus sales. En lo que respecta al
fosforo, éste es requerido para la sintesis de acidos nucleicos y otros
polimeros celulares. El azufre, por su parte, es necesario para la sintesis de
aminoacidos azufrados, biotina, coenzima A, tiamina, entre otros. En
cuanto al potasio es empleado como coenzima y ademds se encuentra
unido al ARN y por ende su requerimiento aumenta con el crecimiento
microbiano. Finalmente, el magnesio es otro de los macronutrientes mas
importantes ya que es necesario para la estabilidad de los cromosomas y
actia como cofactor de enzimas que intervienen en el metabolismo.
Microelementos: Son aquellos componentes del medio de cultivos
necesarios para el metabolismo celular, que se adicionan en cantidades de
trazas. La mayoria de ellos son metales. Algunos ejemplos de estos
compuestos son: calcio, hierro, zinc, cobalto, manganeso, cobre, etc.
Existe un grupo de microelementos que raramente son esenciales para el
crecimiento, entre ellos estan sodio, aluminio, cromo, niquel, molibdeno,
boro, etc. Algunas situaciones en las que el microorganismo esta sometido
a estrés, pueden derivar en aumento de los requerimientos de
microelementos.

Factores de crecimiento: son aquellos compuestos que se emplean como
bloques en la construccion de macromoléculas o bien tienen funciones
especificas en el metabolismo y que no son sintetizados por el
microorganismo. Entre ellos se encuentran las vitaminas (principalmente
las del complejo B), algunos aminoacidos, algunos acidos grasos y acidos

nucleicos, etc.
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Finalmente, otro nutriente esencial para microorganismos aerobicos y
facultativos, es el oxigeno. Este nutriente se suministra al medio de cultivo
mediante el intercambio gas-liquido con la atmosfera dentro del biorreactor. Un
correcto suministro de oxigeno debe proveer la concentracion de oxigeno disuelto
adecuada para evitar que el microorganismo se limite en oxigeno. Para ello debe

tenerse en cuenta el flujo de aireacion, la agitacion, el disefio del biorreactor, etc.

3.2.2. Medio de cultivo

3.2.2.1. Diseiio del medio de cultivo

Un correcto disefio del medio de cultivo debe proporcionar todos los
compuestos necesarios para el crecimiento, mantenimiento y sintesis de un
producto de interés, de acuerdo a la finalidad del cultivo.

En el disefio debe tenerse en cuenta no so6lo los requerimientos
nutricionales del microorganismo (descriptos en la seccion 3.2.1) sino también la
disponibilidad de los nutrientes adicionados al medio. También deben
considerarse los requerimientos especiales del microorganismo para la produccion
de productos de interés y ademas los cambios en parametros fisicoquimicos que se
producen debido al metabolismo [99].

Respecto a la disponibilidad de los componentes incorporados en el medio
de cultivo, no sdlo es importante que el componente esté presente sino que
también se encuentre disponible para ser empleado por el microorganismo. Un
ejemplo de ello son los metales adicionados al medio de cultivo. Hay metabolitos
que pueden actuar sobre los metales como sustancias quelantes o bien
precipitantes. Es por ello que es importante tener en cuenta las posibles sustancias
que pueden actuar como ligando y, a su vez, la naturaleza de los iones metalicos,
ya que no todos tienen la misma afinidad a dichos ligandos [99].

Por otro lado, si el objetivo del cultivo es la sintesis de un producto
determinado, es fundamental tener en cuenta si el medio contiene los precursores
necesarios para dicha sintesis. Un ejemplo de ello es el agregado de acido fenil
acético para la produccion de penicilina [99]. Este punto reviste interés
particularmente en el caso de la sintesis enzimadtica, ya que como se ha detallado
en la seccion 2.2.5, es fundamental la incorporacion de un inductor en el medio de

cultivo. En el caso particular de PAL el inductor mas empleado es L-Phe [31].
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Finalmente, en lo que respecta a los cambios en algunos parametros
fisicoquimicos del medio durante el cultivo, es necesario tenerlos en cuenta ya que
la falta de control puede ocasionar ciertos perjuicios. Un ejemplo de ello son los
cambios de pH durante el crecimiento, ya sea por la asimilaciéon de glucosa, la
utilizacion de sales de amonio, etc. A fin de mantener el pH en los niveles
requeridos sera imprescindible el agregado de compuestos que no afecten a la
estequiometria (acidos o alcalis) y el correspondiente control de pH.
Alternativamente pueden adicionarse al medio sustancias buffer para amortiguar
los cambios de pH durante el cultivo.

De acuerdo a la naturaleza de los componentes del medio de cultivo, éstos
pueden clasificarse en medios sintéticos y medios complejos. Los medios
sintéticos son aquellos donde se conoce exactamente la composicion tanto
cualitativamente = como  cuantitativamente o sea son quimica |y
estequiométricamente definidos. Sin embargo, los medios complejos contienen
sustancias de origen animal y vegetal de las cuales no se conoce exactamente la
composicion y presentan elevada variabilidad. Ejemplo de estas sustancias son

extracto de levadura, peptonas, harina de soja, macerado de maiz, etc. [99].

3.2.2.2. Formulacion del medio de cultivo

Una vez definida la composicion del medio de cultivo, lo siguiente es
determinar en qué cantidad se adicionara cada uno. Para la formulacioén del medio
de cultivo puede emplearse como aproximacion la composicién elemental del
microorganismo. Si bien dicha composicion varia de acuerdo al microorganismo,
se ha observado del analisis de multiples microorganismos que puede hallarse una
formula estandar que promedie a todos los microorganismos. La composicion
estandar de los microorganismos se presenta en la Tabla 3.1.

Teniendo en cuenta dicha composicion se puede escribir la formula
minima del microrganismo como: CH; 7900 sNy». Esta formula representa el 95 %
de la biomasa (X), el restante 5% contiene el resto de los elementos. Podemos
definir asi 1 carbono mol de biomasa (Cmol) como la cantidad de biomasa que

contiene un atomo gramo de carbono, entonces:
12g+1,79%1g+0,5+16g + 0,2 * 14
cmol X = =2 g — g g 3.1)

CmolX = 259¢g (3.2)
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Tabla 3.1. Composicion estandar de los microorganismos [99].

Elemento % peso seco

Carbono 46-47

Nitrégeno 6-7

Oxigeno 31
Hidrogeno  10-11
Fosforo 1-3
Sulfato 0,5-1

Magnesio 0,5-1

De la misma forma que para la biomasa se puede hallar el Cmol de
cualquier sustancia que tenga carbono en su composicion, algunos ejemplos se

muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Peso del Cmol de diferentes compuestos.

Compuestos Formula minima  g/Cmol
Glucosa CH,0O 30
Glicerol CH1 660 30,66
Etanol CH30¢5 23
Metano CH4 16
Acido oxélico CHO, 45
Acido acético CH,O 30

Por otro lado debemos tener en cuenta que la FCE adicionada en el medio
de cultivo también debe proveer la energia (Q) necesaria para llevar a cabo los
procesos metabolicos. A la hora de plantear los balances energéticos debemos
tener en cuenta un pardmetro que estd relacionado directamente con la capacidad
de oxidacion de una determinada FCE. Este parametro se denomina grado de
reduccién (y) y se define como la cantidad de electrones que se transfieren al Oy,
disponibles en un Cmol de la sustancia. Para calcular el y de cualquier compuesto
debe tenerse en cuenta el estado de oxidacion del carbono (+4), del hidrogeno
(+1), del oxigeno (-2) y del nitrogeno (-3). Adicionalmente se toman como

referencia (y=0) ciertos estados de los elementos tales como: H,O, CO, y NHs.
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Luego, si tenemos un compuesto con formula minima CH,O,N,, el y se calcula de

la siguiente manera:

y=4+a—-2b—3c (3.3)
A modo de ejemplo plantearemos el caso de la oxidacion de glucosa:

CH,0 + 0, —» CO, + H,0 (3.4)
y=4+2-2=4 (3.5)

En la Tabla 3.3 se muestra el y de otros compuestos.

Tabla 3.3. Grado de reduccion de algunos compuestos.

Compuestos Formula minima e /Cmol
Acido oxéalico CHO, 1

Acido acético CH,O 4
Glicerol CH1 660 4,67
Biomasa CH; 7000 5N 2 4,8
Etanol CH30¢5 6
Metano CH4 8

Volviendo al disefio del medio de cultivo, podemos expresar lo

anteriormente dicho en forma de ecuacion de la siguiente manera:
FC + FN + O, + nutrientes > X +P + C0, + H,0 + Q (3.6)

La velocidad a la cual se produce o consume cada uno de los componentes
de esta ecuacion se puede expresar como velocidad especifica que es la cantidad
de sustancia producida o consumida por unidad de biomasa y por unidad de
tiempo. Asi tenemos por ejemplo la velocidad especifica de formacion de
producto g, (Cmol P/Cmol X h), velocidad especifica de consumo de oxigeno -qo.
(mol O,/Cmol X h) y velocidad especifica de produccion de biomasa p (h™). Otra
forma de expresar la velocidad de reaccion es mediante velocidades volumétricas
las cuales no estan afectadas por la cantidad de microorganismos sino por el
volumen de medio de cultivo. Asi, por ejemplo, tenemos la velocidad volumétrica
de formacion de producto r, (Cmol P/1 h), velocidad volumétrica de consumo de
oxigeno -ro, (mol O/l h) y velocidad volumétrica de produccion de biomasa ry
(Cmol X/1 h).

En conclusion, una correcta formulacion del medio de cultivo debe

suministrar como minimo la cantidad de nutrientes que el microorganismo
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requiere para producir una determinada cantidad de biomasa, sumado a los

requerimientos de energia y produccion de otros metabolitos de interés.

3.2.2.3. Optimizacion del medio de cultivo

En algunos casos particulares es necesaria la optimizacion del medio de
cultivo por razones que pueden incluir [99]:

e Escasa informacion acerca de los requerimientos nutricionales del
microorganismo a emplear.

e Necesidad de maximizar la sintesis de un producto en particular.

e Posibilidad de limitaciones ocultas de algunos nutrientes esenciales para el
crecimiento o la formacién de un producto de interés.

e Sospecha de presencia de sustancias inhibitorias o estimulantes.

e Utilizacién de medios con nutrientes en exceso.

e Ensayo de fuentes nutritivas no convencionales, etc.

Para llevar a cabo la optimizacion del medio de cultivo se deben hacer
multiples ensayos de composicion variable. En general, la metodologia més usada
para microorganismos aerdbicos son ensayos en cultivos sumergidos agitados en
erlenmeyer (sistema batch). Este tipo de sistema de cultivo permite variar un
componente a la vez y observar el efecto que tiene dicha variaciéon en el
crecimiento o bien la sintesis de un producto de interés. En la optimizacion de los
componentes del medio de cultivo las variaciones son tanto cualitativas como
cuantitativas. Ademads para llevar a cabo estos estudios se requiere conocimiento
previo de las caracteristicas cinéticas del microorganismo asi como también de
sustancias que cumplan una funcion especifica dentro del cultivo, por ejemplo
sustancias inhibitorias, estimulantes, inductores, estabilizadores, etc.

Aun cuando el estudio de un factor a la vez brinda informacion muy util
acerca del cultivo, tiene la desventaja de ser un método muy laborioso, en especial
cuando se tratan de muchas variables. Por otro lado, también se pierde
informacion sobre la ocurrencia de interacciones positivas o negativas entre los
componentes, la cual se evidencia tnicamente cuando se varian los componentes
simultdneamente. Como consecuencia de esto uUltimo resulta muy valiosa la

utilizacion de disefios experimentales estadisticos que permitan variar



CAPITULO 3. OPTIMIZACION DEL MEDIO DE... |63

simultaneamente las concentraciones de los componentes con relativamente pocos

experimentos.

3.2.3. Disefio de experimentos

3.2.3.1. Definicion

Los disefios de experimentos (DOE) son herramientas muy utiles a la hora
de abordar la optimizacion de una variable en particular. Estos permiten detectar
diferencias significativas entre los diversos tratamientos dentro de un
experimento, asi como también la magnitud de dichas diferencias. También se
pone en evidencia si los datos siguen una tendencia determinada [100].

Los disefios se basan fundamentalmente en esquemas. Para la correcta
utilizacion de dichos esquemas, se requieren seguir una serie de pasos [101]:

1) Determinar los factores. Estos pueden ser discretos, continuos o mezcla de
ambos y pueden englobarse en factores operacionales (si forman parte del
proceso en si) o ambientales (si forman parte de las condiciones
ambientales).

2) Definir los niveles entre los cuales se van a investigar los factores.
Frecuentemente estos se definen simétricamente respecto al valor nominal
del factor, estableciendo de este modo un rango de variacion. Al fijar los
niveles debe tenerse en cuenta la incertidumbre de los equipos o métodos
involucrados para la medicion de cada factor, debiendo encontrarse dicho
niveles muy por encima de la incertidumbre.

3) Seleccionar del disefio experimental adecuado, el cual dependerd en gran
medida de la cantidad de factores a analizar y de la informacion que se
desea obtener a partir del mismo.

4) Definir el protocolo experimental, lo cual se logra a partir de estudios
previos donde se ha llevado a cabo un experimento analogo.

5) Especificar la variable respuesta que se va a medir y fijar el modelo
empirico que relaciona los factores con dicha respuesta.

6) Ejecutar el experimento y medir la variable respuesta. Es muy importante
que se use el mismo stock de muestra asi como de estandares para evitar
variaciones extrinsecas. A su vez es recomendable que se lleven a cabo los

diversos tratamientos al azar y que se usen replicados de los experimentos.
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7) Calcular los efectos de los factores en la variable respuesta.
8) Analizar los efectos estadisticamente y/o graficamente, frecuentemente
mediante graficos probabilisticos.

9) Elaborar conclusiones a partir del analisis obtenido.

3.2.3.2. Diseiio factorial fraccionado

El disefio factorial fraccionado es uno de los disefios experimentales mas
empleados ya que permite el screening de una gran cantidad de factores
simultaneamente en relativamente pocos experimentos. Debido a ello, este tipo de
disefio es rapido, menos laborioso y mas econdmico. Se recomienda utilizar este
disefio cuando se tiene un numero muy grande de factores de los cuales se
sospecha que solo unos pocos tienen influencia sobre la variable respuesta. Una
vez identificados dichos factores se debe llevar a cabo un andlisis mas exhaustivo
que incluya los efectos de las interacciones entre los mismos [102].

Uno de los disenios factoriales fraccionados mas aplicados en la industria
es el disefio de Plackett- Burman [103]. Este tipo de disefio permite analizar el
efecto de k = N-1 factores a dos niveles, empleando una matriz reducida de N
experimentos, para N multiplos de 4. Esto implica por ejemplo que para analizar 3
factores a dos niveles, en vez de abordar 2° experimentos, se seleccionaran 2°!
experimentos cubriendo el mayor volumen posible del dominio total de

experimentos (Figura 3.1).

,-"’@"'3
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Figura 3.1. Experimentos para disefio factorial fraccionado de tres factores [102].

Para la construccion de la matriz se fija la primer linea (Tabla 3.4) con los
niveles superiores (+) y los inferiores (-) y luego en el proximo experimento el

primer nivel de la fila anterior se desplaza un factor, y asi sucesivamente.
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Tabla 3.4. Primera linea de la matriz de Plackett-Burman.

N  Primera fila

8§ + 4+ + - 4+ - -

12 + + - + + + - - - + -

6 + + + 4+ - + - + + - - + - - -

20 + + - - + + + 4+ - 4+ - + - - - -+ + -

24 + + + + + - + - + 4+ - - 4+ + - -+ -+ - - -

Debido a que este tipo de disefio no contempla interacciones entre los
factores, la variable respuesta puede describirse mediante un modelo lineal

(Ecuacion 3.7):

y=.30+23ixi+9 (3.7)
Donde y es la variable respuesta, £ es una constante, f; es el coeficiente

lineal, x; es el factor y e es el residuo.

3.2.3.3. Disefio factorial completo

El disefio factorial completo, a diferencia del anterior, permite analizar los
factores intervinientes y las interacciones entre ellos. Este disefio admite explorar
una zona escogida del dominio experimental y encontrar una direccion
prometedora para la optimizacion posterior [104].

Por su sencillez, los disefios mas empleados son los del tipo 2*, donde k es
el numero de factores. En éstos solamente se estudian dos niveles de cada factor,
armando la matriz con todas las combinaciones posibles. Debido a que el nimero
de experimentos crece exponencialmente con la cantidad de factores a analizar,
presenta dificultad cuando se tienen que ensayar multiples factores.

La matriz se construye con 2" filas y k columnas empezando con un signo
— (nivel inferior) y se alternan con los signos + (nivel superior) de la siguiente
manera: en la primera columna, perteneciente al factor x;, se alternan a razon de
20; en la segunda columna, perteneciente al factor x,, se alternan a razon de 2! y
en la columna i, perteneciente al factor x;, se alternan a razén de 2"'[104]. Para
graficar la construccion del disefio y la relacion entre los factores se emplea un
cuadrado, en el caso que se estén analizando dos factores, y un cubo para tres

factores (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Experimentos para disefio factorial completo de tres factores [102].

En todos los disefios factoriales se incorporaran también tres o cuatro
controles, con el punto central del rango definido por los niveles. En este ultimo
caso en vez de + o — el nivel se indica con un “0” y frecuentemente se trata del
nivel basal de los factores a testear. Estos experimentos centrales permiten
determinar el intervalo de confianza.

En el caso de los disefios factoriales completos, el modelo ya no es lineal,
ya que debe incluir ademads las interacciones entre los factores. De este modo, la
variable respuesta puede ser descripta a través de un modelo de segundo orden

(Ecuacion 3.8).

y=.30+z.3ixi +Zﬁijxixj+e (3.8)
Donde y es la variable respuesta, £ es una constante, ; es el coeficiente

lineal, f; es el coeficiente de las interacciones, x; es el factor y e es el residuo.

3.2.3.4. Metodologia de superficie respuesta (RSM)

La metodologia de superficie respuesta es ampliamente usada para la
optimizacion de procesos, ya que permite la construccion de un modelo cuadratico
(Ecuacion 3.9). Este modelo relaciona la respuesta (variable de salida) con los
niveles de los factores que influyen en la respuesta (variables de entrada),

pudiendo de este modo hallar un 6ptimo [102].

y=PB+ Zﬁi x; + Zﬁiixiz Zﬁijxixj +e (3.9)

Donde y es la variable respuesta, ) es una constante, f; es el coeficiente
lineal, B; es el coeficiente cuadratico, f; el coeficiente de las interacciones, x; es el

factor y e es el residuo.
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Si hay un unico factor que influye en la respuesta, resultard en una curva
en 2 dimensiones. Por otro lado, si hay dos factores influyentes, se dard lugar a
una representacion en forma de superficie o 3 dimensiones. De este modo, si hay
n factores influyentes, se dara lugar a representaciones de n+1 dimensiones [105].

Entre los disefios que pueden emplearse, se encuentra el disefio de
Dochlert [106]. Este disefio permite determinar la relacién entre las variables y la
respuesta con un minimo de experimentos. Cuando se analizan dos factores a la

vez, el disefio se puede representar mediante un hexagono (Figura 3.3).

i\
X1

1 -

Figura 3.3. Disefio hexagonal de Doechlert.

3.2.3.5. Analisis de los resultados

Para el andlisis de los resultados de los disefios experimentales, se requiere
conocer el efecto de los factores analizados en la respuesta obtenida. Estos se
calculan por la resta entre la sumatoria de todas las respuestas donde el factor es
positivo dividido por el nimero de experimentos y la sumatoria de todas las
respuestas donde el factor es negativo dividido por el nimero de experimentos
(Ecuacion 3.10).

_ XY XYo
*= N2 T NJ2

(3.10)

En el caso de las interacciones, los efectos se calculan de la misma
manera. Para determinar el signo de las interacciones, se multiplica el signo de los

factores de dichas interacciones para cada experimento (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5. Determinacion del signo de las interacciones entre factores.

X; X2 Interaccion
+ + +

+ - -

- + -

- - +

La interpretacion de los efectos calculados puede llevarse a cabo
numéricamente por analisis estadistico o graficamente. En general se usan ambas
para tener una interpretaciéon mas exacta del problema [101].

En lo respecta a la interpretacion estadistica, ésta permite definir limites
para los efectos de las variables con la finalidad de determinar de forma objetiva
si un factor es significativo o no. Por simplicidad para el andlisis estadistico
generalmente se emplea el analisis de varianza (ANOVA) el cual se basa en varios
tests de hipdtesis simultaneos. La significancia de un factor en este tipo de andlisis
estara directamente relacionada con el valor p, el cual se puede calcular a partir de
la distribucion ¢ (Ecuacion 3.11). El valor p se compara con el nivel de
significancia (o) previamente elegido el cual generalmente se fija en 0,1, 0,05 o
0,01. Si p<a, se descarta la hipotesis nula, lo que significa que el efecto del factor
sobre la variable respuesta es estadisticamente significativo.

_ I
B

(3.11)

Donde (SE); es el error estandar de los efectos calculados, el cual
representa la variabilidad experimental dentro del disefio.

Si bien ANOVA es muy aplicado para la determinacion de la significancia
de un efecto, existen diferentes alternativas para calcular el error. Uno de estas
alternativas es el algoritmo de Dong [107]. Este algoritmo es considerado un
método robusto y estricto en cuanto a hallar factores estadisticamente
significativos en una variable respuesta [101].

El algoritmo de Dong se basa en la estimacion del error a partir de la
distribucion de los efectos. Dicha estimacion se obtiene a partir de la mediana de

los efectos, de la siguiente manera:
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So = 1,5 mediana |E,| (3.12)

El valor de 1,5 en la ecuacidon 3.12 engloba todos aquellos efectos que de
seguir una distribucién normal, no se encuentra en la cola de la campana [101]. A
partir de sy se seleccionan aquellos efectos absolutos que son menores o iguales

que 2,5 veces sy y se calcula el error estandar (s;).

s, = /m—l ZE’% (3.13)

Donde m es el nimero de |E,| < 2,5 5. s; se empleard para calcular el

llamado margen de error (ME), de la siguiente manera:

ME = t(l_%,df)sl (3.14)

Donde 1-0/2 es 0.975 para p=0.05 y df =m. El ME criterio de significancia
muy util cuando un solo nivel debe ser testeado; sin embargo, cuando hay
multiples efectos, la probabilidad de exceder el ME es mayor [101]. Es por ello

que se define el margen de error simultaneo (SME), de la siguiente manera:

SME = ty a4yt (3.15)
at=1—(1-a)t/™ (3.16)

o* se conoce como el nivel de significancia ajustado de Sidak [108].

Para el analisis de significancia se comparan los efectos con el ME y el
SME. Los efectos mayores a ME y menores a SME se consideran probablemente
significativos, mientras que los efectos que sobrepasan el valor del SME son
significativos. Sin embargo, todos aquellos factores probablemente significativos
deberian tenerse en cuenta a fin de evitar falsos negativos [101].

En lo que respecta a la interpretacion grafica de los efectos, generalmente
esta se lleva a cabo mediante un grafico de probabilidad normal o bien un grafico
de probabilidad semi-normal (Figura 3.4). En ambos graficos, los factores no
significativos siguen una tendencia lineal alrededor de cero, mientras que los
factores significativos se alejan de la misma. La unica diferencia entre ambos

graficos es la construccion de los mismos.



70 | CAPITULO 3. OPTIMIZACION DEL MEDIO DE...

1 (A) [ ] w5
g 13 (B) .
T 10 . g
i . g 4
& 3
= . v S
g . &
£ ]
g e :
g .
c [ ]
é o ’ 1 . ]

e a v ® .
A ) . . ol . ?
5 M 3 2 1 B [ : i 04 1 1S 2
Efectos observados Rankit

Figura 3.4. Interpretacion grafica de los disefios factoriales [101]. (A) Grafico de
probabilidad normal y (B) Grafico de probabilidad semi-normal.

3.2.3.6. Grado de ajuste de los modelos

A la hora de evaluar el ajuste entre los datos obtenidos y el modelo
propuesto para describir la respuesta, existe una serie de parametros que nos
brindan informacién al respecto.

El primer parametro es el R* ¢ indica la “bondad de ajuste” del modelo
(Ecuacion 3.17). Puede tomar valores de 0 a 1. Cuanto mas cercano a 1, mejor es

el ajuste. Para procesos biologicos se propuso como aceptables R*> 0,7 [102].

R? = (SS — SS,05ia)/SS (3.17)

Donde SS es la suma de cuadrados de la variacion total de la variable
respuesta y SSesiq €s la suma de cuadrados debido a los residuos.

Otro parametro muy importante, es el “lack of fit”. Este parametro es
significativo cuando los factores no representan adecuadamente la respuesta. Esto
puede ocurrir cuando en el modelo faltan términos de interacciones o cuadraticos.
Este tipo de analisis puede emplearse cuando hay replica de los experimentos, ya

que a partir de éstos puede determinarse el “error puro”.
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3.3. Metodologia

3.3.1. Mantenimiento y propagacion de la cepa

La cepa Rhodosporidium toruloides NBRC 0559, proveniente del Instituto
de Fermentaciones en Osaka, Japon, fue provista por el Prof. Osao Adachi. El
stock de la cepa se mantuvo viable en el tiempo de dos maneras:

- Congelada a -80°C en glicerol al 80%.

- Liofilizada y almacenada en condiciones de refrigeracion.

Para la propagacion de la cepa se toma una pequefia porcion del stock y se
inocula 2,5 ml de medio de cultivo compuesto por 5% (p/v) de glucosa y 1% (p/v)
de extracto de levadura. Este cultivo de propagacion se incuba a 30°C por 24-36
h. Una vez que se visualiza crecimiento, se realizan disoluciones seriadas en agua
peptonada y se toman 100 ul de cada una para sembrar placas con el medio
anterior al cual se le ha adicionado 1,5% (p/v) de agar agar. La siembra se realiza
en superficie con una espatula de Drigalsky. El objetivo de este paso por medio
solido es aislar las colonias para verificar a simple vista que no haya
contaminacion de algin tipo. Esto a su vez debe confirmarse mediante la
visualizaciéon en microscopio Optico. Una vez aisladas las colonias puras, se
repican en medio sélido de mantenimiento, especifico para la induccion de PAL
(Tabla 3.6). Estos repiques se realizan en tubos con agar semi- inclinado y se
incuban a 30°C por 7 dias (Figura 3.5). Finalmente, se mantienen en condiciones
de refrigeracion a 5°C y se les agrega vaselina estéril, para evitar la deshidratacion

del medio.

Tabla 3.6. Medio de mantenimiento de la cepa [52].

Composicion (% p/v)
L-Phe 2
K,HPO, 0,25
KH,PO, 0,1
MgS04.7H,0O 0,01
Extracto de levadura 0,05
Sacarosa 2

Agar agar 1,5

pH=6
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Figura 3.5. Propagacion de R. toruloides en medio solido.

3.3.2. Determinacion de la actividad PAL

La determinacion de la actividad PAL se llevd a cabo por protocolo
modificado de Yamada et al. [52]. De acuerdo a éste, la actividad de PAL se mide

por determinacion de la velocidad formacion de -CA (Ecuacion 3.18).
dP
AE = v, = (E)t—m (3.18)

Una unidad enzimatica de PAL (UE) se define como la cantidad de enzima
que cataliza la formacién de 1 pumol de +-CA por minuto en condiciones estandar
de reaccion (pH = 8,5, 30°C, 10 min). La determinacion del acido cinamico se
lleva a cabo por la medida del incremento de densidad 6ptica (DO) a una longitud
de onda de 290 nm.

La mezcla de reaccion contiene:

¢ ~1 mg/ml de muestra (biomasa).

e 25 mM de L- Phe.

e 25 mM de buffer Tris-HCI (pH=S8,5).
e 0,005% de CPC.

Si bien los valores DO,gq tanto de blanco sin biomasa, como el blanco sin
fenilalanina son muy pequefios a las concentraciones empleadas y a la longitud de
onda medida, se opta por medirlos ya que pequefias variaciones dan indicio del
estados de las soluciones patrones.

Para obtener la muestra se toma el volumen necesario de medio de cultivo,
se centrifuga a 4000 rpm por 5 min, se elimina el sobrenadante y se llevan a cabo

dos lavados sucesivos de la biomasa. Finalmente, el pellet obtenido se congela a -
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20°C, hasta su uso. Previo a la determinacion, las muestras se descongelan y
dispersan en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5) para obtener la concentracion
celular final requerida en la mezcla de reaccion. En el caso de la enzima pura, la
determinacion se lleva a cabo por cinética, mientras que para las células
permeabilizadas, debido a problemas de sedimentacion durante el ensayo, se
deben incubar por 10 min a 30°C en bafio termostatico con agitacion ocasional.
Para detener la reaccion se agrega 10% (v/v) de acido tricloroacético (TCA) al
20% (p/v) para desnaturalizar la enzima. Finalmente, se centrifuga a 10000 rpm
por 10 min para eliminar el precipitado proteico y se mide la DOygy en el
sobrenadante.

La AE volumétrica se calcula a partir de las determinaciones

espectrofotométricas, de la siguiente manera (Ecuacion 3.19):

mU ADO a V¢
AE (—) =222 2T 1000 (3.19)

ml min eb V;
Doénde:
e AOD = Densidad optica a 290 nm.
e ¢= Coeficiente de extincion molar [ 10000 I/(mol cm)].
e b =-espesor de la cubeta (1 cm).
e V;= Volumen total de reaccion (500 pl).
e V= Volumen de la muestra a ensayar (25 pl).
e fi=factor de dilucion.
e a=factor de conversion de unidades [1000 pwmol 1/(ml mol)].
Por otro lado, la AE especifica, se calcula a partir de la ecuacion 3.19,
dividiendo por X expresado en peso seco (Ver anexo 1):

n (m_U) _AE (mU/ml)

mg/) X (mg/ml) (3.20)

3.3.3. Estrategias de induccion de PAL

En un cultivo destinado a la produccion de enzimas, si bien se pretende
obtener una elevada actividad especifica, lo ideal es ademas maximizar la
productividad (cantidad de biomasa por unidad de tiempo). A partir de los cultivos
preliminares y de los datos bibliograficos [39] se sabe que se obtienen altas

actividades especificas de PAL en cultivos empleando L-Phe como inductor y
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unica FC y FN. Sin embargo, se ha observado que dichos cultivo tienen muy baja
productividad, o dicho de otro modo, baja velocidad de produccion de X. Por otro
lado, si bien la glucosa es la FCE por excelencia utilizada en los microorganismos,
como ya se menciono en la seccion 2.2.5, se presume que la sintesis de PAL es
reprimida por la presencia de glucosa en el medio. A partir de estas premisas, una
estrategia de induccion valida seria hacer crecer la cepa en un medio con glucosa
como FCE y una vez agotada en el medio inducir la enzima mediante el agregado
de L-Phe. Adicionalmente, se requiere que la actividad se mantenga constante en
el tiempo, ya que si la actividad decae durante el cultivo, es necesario un control
mas riguroso del proceso. En este sentido se ha reportado el uso de L-Ile como
estabilizador de PAL (Ver seccion 2.2.4).
Debido a todo lo antedicho se estudiara un sistema de induccion basado en
dos etapas:
Etapa de crecimiento: La misma tiene como Unico objetivo la produccion
de biomasa. Se empleard para ello un medio de cultivo estdndar para
crecimiento de levadura, limitado en FCE (Tabla 3.7). El mismo se
modificd de acuerdo a los requerimientos nutritivos de la levadura. A este
medio se le adiciona buffer fosfato citrico, cuya composicion es 2,5 g/l
PO4HK, y 1,09 g/l 4cido citrico, para mantener el cultivo tamponado a
pH=6. El medio de cultivo se esteriliza por calor himedo en autoclave
durante 15 min a 121°C. Tanto la glucosa como los fosfatos se esterilizan
por calor separados del medio, mientras que las vitaminas, al ser
termolabiles, se esterilizan por filtracion. En esta etapa no se agregaron al
medio L-Phe e L-Ile. El cultivo se llevd a cabo por triplicado en
erlenmeyer de 1000 ml, con una relacion Vol. medio/Vol. erlenmeyer del
10%, para evitar limitaciones por transferencia de oxigeno. Se empled
como inoculo células frescas las cuales se resuspendieron en agua
destilada, se contaron mediante camara de Neubauer (Ver Anexo 2) y se
adicionaron al medio de cultivo a razén de 1,5 10’ UFC/ml. Se incub6 en
shaker rotatorio a 180 rpm y 30 °C y se tom6 muestra cada 6 h. A cada
muestra se le determin6d: pH, X (DOgeo, peso seco) y glucosa por medio de

kit colorimétrico (Ver Anexo 3).
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Tabla 3.7. Medio estandar para crecimiento de levaduras [109].

Composicion Cantidad
Glucosa S5¢l1
SO4(NH4), 1,5 g/l
KCl 0,145 g/1
MgS0O,4.7H,0 0,075 g/l
CaCl,.2H,0 0,07 g/1
CuS04.5H,O 3,9 mg/l
FeCl;.6H,0 2,4 mg/l
ZnS04.7H,O 1,5 mg/l
MnSO4.1H,0O 1,58 mg/l
Ext. levadura (Britania) 1 g/l
Biotina 0,02 mg/1
Pantotenato de calcio 0,4 mg/1
Acido folico 0,002 mg/l
Inositol 2 mg/l
Acido nicotinico 0,4 mg/1
Acido p-aminobenzoico 0,20 mg/1
Piridoxina 0,4 mg/1
Tiamina 0,4 mg/1
Rivoflavina 0,2 mg/l

Etapa de induccion: una vez finalizada la glucosa y encontrandose el
cultivo en fase estacionaria, se inducira PAL mediante el agregado estéril
de las siguientes soluciones:

a) Inductor de PAL: 0,5 g/l L-Phe,

b) Inductor y estabilizador de PAL: 0,5 g/l L-Phe + 5 g/l L-Ile

c¢) Inductor y estabilizador de PAL mas el agregado de una FCE extra: 0,5
g/l L-Phe + 5 g/l L-Ile + 3 g/l sorbitol.

Se monitorearon las cinéticas de los cultivos registrando: X (DOggo, peso

seco), pH y actividad especifica PAL (mU/mg).
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3.3.4. Efecto de la FC y la FN en la actividad PAL

Como se menciond anteriormente, si bien L-Phe es la FCE y FN mas
apropiada para la induccion y produccion de PAL, la productividad del cultivo es
muy baja. Una de las estrategias posibles para sobrellevar este inconveniente fue
la utilizacion de medios complejos [52, 110], los cuales fueron optimizados para
la produccion de PAL y a su vez tienen una elevada productividad de biomasa.
Sin embargo, para obtener estos resultados, el medio debe utilizar peptonas y
extracto de levadura en grandes concentraciones, lo cual no resulta economico
para la produccion de la enzima a gran escala. Debido a ello, se empleard un
medio minimo semi-sintético (Tabla 3.7) para ensayar diferentes FCE y FN, a fin
de encontrar una alternativa que maximice la productividad en biomasa, sin
detrimento de la actividad PAL.

En principio, para la screening de FCE (Tabla 3.8), se deja fija la FN y se
ensayan diferentes FCE sintéticas y alternativas como melaza de soja. Todas ellas
se adicionan en la misma proporcion de carbono (0,165 Cmol/l). Como FN se
empled SO4(NH4), en una concentracion final de 1,5 g/l, suficiente para evitar
limitacion por nitrogeno. También se le adicion6 al medio 0,5 g/l de L-Phe como

inductor y 5 g/l L-Ile como estabilizador de PAL [52].

Tabla 3.8. FCE testeadas para la produccion de PAL.

FCE g/Cmol
Glucosa 30
Fructosa 30

Galactosa 30
Sacarosa 30
Xilosa 30
Maltosa 28,5
Celobiosa 28,5
Rafinosa 28
Melaza -
Sorbitol 30,3
Glicerol 30,7
Etanol 23
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Las cinéticas de los cultivos se llevaron a cabo por duplicado de cada FCE,
en erlenmeyer de 1000 ml, con una relacion Vol. medio/Vol. erlenmeyer del 10%,
para evitar limitaciones por transferencia de oxigeno. Se inocularon con células
frescas a razén de 1,5 10 UFC/ml, se incubaron en un shaker rotatorio a 30°C y
180 rpm y se tomd muestra cada aproximadamente 3 h. A cada muestra se le
determind: pH, Biomasa (DOgg y peso seco) y actividad especifica (mU/mg).

Para el estudio del efecto de las FN se procedid de igual manera que con
las FCE. En este caso la FCE empleada fue sorbitol la cual se fij6 en una
concentracion de 6 g/l. Para el screening se utilizaron FN organicas (Glicina, Urea
Glutamato de sodio y Peptona acida de caseina (Britania)) e inorgéanicas (Sulfato

de amonio y Nitrato de sodio) a razon de 0,015 eq.N/1.

3.3.5. Optimizacion de los componentes del medio
de cultivo

3.3.5.1. Diseifio factorial fraccionado
En principio se llevd a cabo el estudio de los componentes del medio de
cultivo, empleando el disefio de Plackett-Burman. Los factores a analizar junto

con sus respectivos niveles, se detallan en la Tabla 3.9.

Tabla 3.9. Factores y niveles a analizar en el disefio de Plackett-Burman.

Factor Unidad Niveles

0 (basal) - +
pH - 6 5 7
K" g/l 0,145 0 0,29
Mg g/l 0,075 0 0,15
Ca" g/l 0,07 0 0,14
Cu™ mg/l 3.9 0 7.8
Fe* mg/l 24 0 4,8
Zn" mg/l 1,5 0 3
Mn*? mg/!l 1,58 0 3,16
Peptona g/l 1,5 0 3
L-Ile g/l 1 0 2
EL g/l 1 0 2
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Para llevar a cabo el disefio se empled el medio de cultivo descripto en
Tabla 3.7, empleando como FCE 5 g/l de sorbitol, 5 g/l de L-Phe y 1 g/l de L-lle y
peptona como FN.

En cuanto a los niveles de pH, se determinaron las concentraciones de
buffer fosfato-citrato, necesarias para lograr que el cultivo se mantenga en los
niveles escogidos para este factor.

Finalmente, para 11 factores, la matriz de Plackett-Burman se construyo de

la siguiente manera (Tabla 3.10):

Tabla 3.10. Matriz de Plackett-Burman para k=11 y N=12.
Exp pH K Mg Ca Cu Fe Zn Mn Pept lle EL

1 + -+ - - - + o+ + - +
2 + + - + - - - + + + -
3 - + 4+ - + - - - + + +
4 + - + + - + - - - + +
5 + + - + o+ - + - - - +
6 + + o+ - + + - + - - -
7 - +  + + - + o+ - + - -
8 - -+ + + - + + - + -
9 - - - + + + - + + - +
10 + - - - + + o+ - + + -
11 - + - - - + + + - + +
12 - - - - - - - - - -
13(C) 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0
14(C) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15(C) 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0
16(C) 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0

Los cultivos sumergidos se llevaron a cabo en erlenmeyer de 100 ml, con
una relacion Vol. medio/Vol. erlenmeyer del 10%, para evitar limitaciones por
oxigeno. Se empled como inoculo células frescas a razén de 1,5 10’ UFC/ml. Los
cultivos se incubaron en un shaker rotatorio a 30 °C y 180 rpm y se detuvieron a
las 17 h-18 h de iniciado el cultivo. A cada muestra se le midi6 pH en el

sobrenadante, X (DOggo y peso seco) y actividad especifica (mU/mg).
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3.3.5.2. Diseifio factorial completo

A partir de los resultados derivados del analisis del disefio de Plackett-
Burman, se llevo a cabo un disefio factorial completo, para evaluar los factores
que resultaron estadisticamente significativos y las interacciones entre ellos. La
matriz que se uso para el disefio del experimento se muestra a continuaciéon (Tabla

3.11):

Tabla 3.11. Matriz para factorial completo 2*.
Exp. Mg Mn EL Mg-Mn Mg-EL Mn-EL Mg-Mn-EL

1 - - - + + + -
2 + - - - - + +
3 - + - - + - +
4 + + - + - - -
5 - - + + - - +
6 + - + - + - -
7 - + + - - + -
8 + + + + + + +
9(C) 0 0 0 0 0 0 0
10(C) 0 0 0 0 0 0 0
11(C) 0 0 0 0 0 0 0
12(C) 0 0 0 0 0 0 0

Los niveles empleados son los correspondientes a la Tabla 3.9, a
excepcion de que solo se varian aquellos factores que resultan significativos, el
resto de los factores se mantiene a nivel basal.

Al igual que en el analisis anterior, los cultivos se llevaron a cabo en
erlenmeyer de 100 ml, con una relacion Vol. medio/Vol. erlenmeyer del 10%,
para evitar limitaciones por oxigeno. Se emple6 como inoculo células frescas a
razon de 1,5 10’ UFC/ml. Los cultivos se incubaron en un shaker rotatorio a 30 °C
y 180 rpm y se detuvieron a las 17-18 h de iniciado el cultivo. A cada muestra se
le midi6 pH en el sobrenadante, X (DOgsy y peso seco) y actividad especifica
(mU/mg).

Del andlisis de estos datos, se determind el factor y/o interaccion

estadisticamente significativa.
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3.3.5.3. Optimizacion por disefio de Doehlert

El factor resultante significativo a partir del analisis factorial completo, fue
evaluado en el tiempo empleando un disefio hexagonal de Doehlert. El objetivo de
este analisis fue determinar, por un lado, las concentraciones 6ptimas de dicho
factor respecto a la actividad especifica de PAL y por otro lado observar si el
factor tiene efecto estabilizador de PAL en el tiempo. Los valores codificados y

reales se muestran en la Tabla 3.12.

Tabla 3.12. Disefio hexagonal de Doehlert para [Mg™] vs. tiempo de cultivo.

Exp. Valores codificados Valores reales
X Y Mg+2 (mM)  Tpo. (h)

1 1 0 3 17
2 0,5 0,866 2,25 20
3 -0,5 0,866 0,75 20
4 -1 0 0 17
5 -0,5 -0,866 0,75 14
6 0,5 -0,866 2,25 14
7 0 0 1,5 17
8 0 0 1,5 17
9 0 0 1,5 17
10 0 0 1,5 17

Para el cultivo se utilizé el medio basal descripto en la Tabla 3.7, para lo
cual se mantuvieron todas las concentraciones en su nivel basal a excepcion del
factor analizado. El estudio se llevd a cabo en cultivo sumergido en erlenmeyer de
100 ml, con una relacion Vol. medio/Vol. erlenmeyer del 10%. Se inocularon a
razon de 1,5 10’ UFC/ml y se incubaron a 30°C en un shaker rotatorio a 180 rpm.
A los diferentes tiempos sefialados se tomaron muestras y se determin6 a cada
una: X (DOggoy peso seco), actividad volumétrica (mU/ml) y actividad especifica
(mu/ml).

Finalmente, se valido el modelo variando por un lado las concentraciones
de Mg una a la vez (Tabla 3.13) para 17 h de cultivo y por otro siguiendo la

cinética del cultivo para una concentracion fija de Mg+2 de 1,5 mM.
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Tabla 3.13. Estudio del efecto del Mg en la actividad PAL.
Muestra Mg~ (mM)

1b 0,3
2b 0,6
4b 1,2
6b 1,8
&b 2,4
10b 3

Los cultivos se llevaron a cabo por triplicado en erlenmeyer de 250 ml
conteniendo 25 ml de medio. Se inocularon a razon de 1,5 10" UFC/ml y se
incubaron a 30°C en un shaker rotatorio a 180 rpm. A la muestras se le determina:
X (DOgso y peso seco), actividad volumétrica (mU/ml) y actividad especifica

(mu/ml).

3.3.5.4. Optimizacion global alcanzada
Una vez obtenido el medio 6ptimo semi-sintético se procede a compararlo
con el medio complejo Optimo reportado por Yamada et al. [52], el cual se

describe en la Tabla 3.14.

Tabla 3.14. Medio complejo 6ptimo reportado por Yamada et al [52].

Componente Concentracion (g/l)

EL 10

Peptona 10

NaCl 5
L-Phe 0,5
L-Ile 5
pH=6

Para ello se preparan ambos medios de cultivo por triplicado, en
erlenmeyer de 1000 ml con 100 ml de medio. Ambos se inocularon a razén de 1,5
10" UFC/ml y se incubaron a 30°C en un shaker rotatorio a 180 rpm. Se toman 3
muestras a las 17 h, a las 22 h y a las 40 h y se determina a cada una: X (DOge y

peso seco), actividad volumétrica (mU/ml) y actividad especifica (mU/ml).
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3.4. Resultados y Discusion

3.4.1. Estudio de induccion de PAL

Como ya se detalld anteriormente, se llevo a cabo la induccion de PAL en
cultivo sumergido en dos etapas: una etapa de crecimiento en glucosa como FCE
y sulfato de amonio como FN y una etapa de induccién una vez agotada la
glucosa. En esta ultima etapa se emplearon en uno de los casos tinicamente L-Phe
(P), en otro caso se agreg6 L-Phe e L-Ile (P+I) para comprobar el efecto de este
ultimo en la estabilizacion de la actividad PAL y finalmente, L-Phe + L-Ile +
sorbitol (P+I+S) con el fin de determinar si se requiere una fuente energética extra
para la sintesis de PAL.

Durante la primera etapa de crecimiento, los tres sistemas se comportan de
igual forma llegando a fase estacionaria luego de las 16 h de cultivo, momento en
el cual se agota la glucosa, como puede verse en la Figura 3.6. En lo que respecta
a la produccion de biomasa se alcanzé un elevado rendimiento global (Ecuacion

3.21) con una curva de crecimiento exponencial estandar para la cepa.
CH,0 + aNH3 + b 0; = yyx/sX + Yco,/sC0, + WH,0 + Q (3.22)

AX  Xp— X,
YXIS = ZAS T 5 + S,

(3.23)

_oMSCmolX _ (3.24)
YX/s = 0212 Cmols . 024 (molX/tmo

Una vez llevada a cabo la induccion, a las 25 h de iniciado el cultivo, se
observa que la cepa contintia creciendo en los sistemas P+I y P+I+S, primero
lentamente y luego a partir de las 35 h comienzan a crecer rapidamente. En ambos
casos puede verse que tanto la isoleucina como el sorbitol son empleados como
FCE. En el caso particular del P+S+1 se observa que el crecimiento es mayor aun
cuando la tendencia es igual al sistema P+1. Por el contrario, en el sistema P, la
biomasa crece muy poco al principio, pero mientras los dos otros sistemas
comienzan a producir biomasa extra, en este sistema el crecimiento se estaciona
rapidamente en un valor constante. Si comparamos la fase temprana de induccion
(25 - 35 h), podemos ver que el crecimiento tanto en el sistema P como en P+1, es
muy similar. Esto nos indicaria que en presencia de L-Ile y L-Phe la cepa prioriza
la asimilacion de la L-Phe en primer lugar. Si esto es asi, el mayor crecimiento en

la fase temprana de induccion en el sistema P+I+S se deberia al agregado de
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sorbitol. En todos los casos hay que desestimar el pulso negativo entre la fase de
crecimiento e induccion, ya que se debe a la dilucion del medio por el agregado de

las soluciones (Figura 3.6).

7 I 7
—eo— P
[
6 P4l 6
P+l+S
5 A \\ 5
D 4 - 4 T
S 31 ——e, 3 %
/ d
2 A 2
/
/
14 // 1
04 . . . . . 0
0 10 20 30 40 50
Tiempo (h)

Figura 3.6. Curva de crecimiento durante induccion de PAL.

P: 0,5g/1 L-Phe, P+1: 0,5g/1 L-Phe+5 g/l L-Ile, P+1+S: 0,5g/1 L-Phe+5 g/l L-1le+3 g/l sorbitol.

Con relacion a la evolucion del pH, se observa una disminucion durante la

fase de crecimiento (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Evolucion de pH durante induccion de PAL.

P: 0,5g/1 L-Phe, P+I: 0,5g/1 L-Phe+5 g/1 L-1le, P+1+S: 0,5g/1 L-Phe+5 g/1 L-Ile+3 g/l sorbitol.

Esta disminucion es tipica de la asimilacion de glucosa, ya que la
metabolizacion de la misma da lugar a un descenso brusco del pH en el medio de

cultivo. En la fase de induccidn, sin embargo, los valores de pH para los tres
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sistemas aumentaron aunque de diferente manera. En el caso de P el valor de pH
se estanco en valores cercanos a 6, mientras que en los sistema P+1y P+I+S el pH
se elevo hasta valores superiores a 7 (Figura 3.7). Esta evolucion del pH a valores
alcalinos puede deberse a la asimilacion de aminoacidos, la cual produce el
aumento de pH en el medio. Nuevamente en la fase temprana de induccion los
sistemas P y P+I presentan el mismo patron, confirmando la deduccion anterior.
En el sistema P+I+S se observa que el aumento de pH se enlentece durante la fase
temprana (probablemente por la presencia de sorbitol), para luego aumentar
rapidamente. En los tres casos, el pH no alcanz6 valores que pudieran inhibir el
crecimiento de la cepa.

Por otro lado, en lo que respecta a la actividad especifica de PAL durante
la fase de induccion, se observa un pico de actividad a las 3 h del comienzo de la
induccién en el sistema P. Sin embargo en este sistema la actividad decae
rapidamente, estabilizdndose a niveles muy bajos (Figura 3.8). Este
comportamiento de decaimiento de la actividad durante la induccién de PAL in
vivo empleando L-Phe como Unica FCE ya se habia observado previamente [52,

56] aun cuando la estrategia de induccidn en estos casos fue diferente.
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Figura 3.8. Induccion de PAL en cultivo batch.

P: 0,5g/1 L-Phe, P+1: 0,5g/1 L-Phe+5 g/ L-Ile, P+I+S: 0,5g/1 L-Phe+5 g/l L-Ile+3 g/l sorbitol.

La adicion de L-Ile si bien parece haber logrado estabilizar los niveles de
actividad hasta cierto punto, inhibid la aparicion del pico de actividad observado
en el sistema P (Figura 3.8). Esto probablemente se deba a las altas

concentraciones utilizadas [52] que hicieron la L-Ile se utilice para el crecimiento
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en detrimento de la sintesis enzimatica. También se observa un decaimiento de la
actividad, seguido por lo que intenta ser un nuevo pico de actividad. La induccion
de PAL por parte de la L-Ile en ausencia de L-Phe fue reportado por Nakamichi et
al. [56]. Finalmente, respecto al sistema P+I+S, no se observan diferencias
considerables respecto al comportamiento de P+I, lo que indicaria de que el
sorbitol se esta empleando de igual manera para incrementar el crecimiento, a
expensas de la actividad PAL.

En conclusion, la inducciéon en un cultivo batch en fase estacionaria no
logré proporcionar una alternativa para la produccion de PAL, ya que se
obtuvieron valores de actividad muy bajos comparado con cultivos en los que la
induccion se llevd a cabo al inicio del mismo. La estrategia de induccion
empleando unicamente L-Phe logrd los mejores resultados; sin embargo, la
actividad decae rapidamente. Respecto al agregado de L-Ile, no pudieron
observarse los efectos de estabilizacion previamente reportados [52, 56].
Finalmente, la adicién de una fuente de energia adicional como fue el sorbitol, no
agregd un efecto positivo a la induccion debido a que, en su presencia, la cepa

priorizo el crecimiento a la sintesis de PAL.

3.4.2. Efecto de l1a FCE y FN en la actividad PAL
3.4.2.1. Efecto de diversas FCE en la actividad PAL

Debido a que las estrategias de induccion de PAL, basadas en la
utilizacion de L-Phe como unica FCE y FN tienen muy baja productividad, se
ensayard el uso de diversas FCE y se evaluard de cada una, la productividad
global de biomasa alcanzada, y la actividad especifica de PAL obtenida. En
cuanto a la productividad, es un parametro muy importante desde el punto de vista
industrial ya que disminuye los tiempos entre cada batch. Para evaluar este
concepto se llevd a cabo la cinética de crecimiento y se calculd la velocidad
especifica de produccion de biomasa (p) y el tiempo de duplicacion celular (Ty)
(Ver anexo 4). Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 3.15.

Observando la Tabla 3.15 y comparando con el blanco sin FCE adicional,
podemos ver que todas las FCE empleadas pudieron ser empleadas como FCE por
la cepa, observacion que coincide con los datos reportados para R. toruloides [63].

Respecto a la productividad de biomasa, podemos ver que la mayor productividad
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fue alcanzada por los azucares simples (glucosa, fructosa y sacarosa), seguida por
la rafinosa y la melaza de soja. La melaza de soja es un residuo obtenido a partir
de la concentracion de proteinas de soja. Se estima que tiene un 70% de azucares,
entre otros rafinosa, estaquiosa y sacarosa. Por su elevada productividad resulta
una fuente muy prometedora para el crecimiento de la cepa, ya que se trata de un
residuo agroindustrial. En productividad le siguen los alcoholes y polioles, siendo
el sorbitol el que mas rindié de todos ellos. En lo que respecta a la maltosa y a la
celobiosa, ambas tienen una productividad similar, y levemente mas baja que los
alcoholes y polioles. Finalmente, si comparamos la xilosa y la galactosa con el
blanco sin FCE adicional, la productividad fue muy baja tendiendo a nula en el
caso de la galactosa. En el blanco utilizando L-Phe y L-Ile como FCE, la
productividad fue muy baja comparados con aquellos medios donde se adiciond
una FCE adicional. Esto ya fue observado previamente en algunos trabajos donde
comparaban la productividad de L-Phe con fructosa, en un medio de cultivo

minimo de diferente composicion [110].

Tabla 3.15. Influencia de diversas FCE en la productividad de biomasa.
FCE ut)  T.m R
Glucosa 0,201 3.4 0,967
Sacarosa 0,202 34 0,971
Fructosa 0,185 3.8 0,991
Rafinosa 0,157 4.4 0,986
Melaza 0,148 4,7 0,973
Sorbitol 0,130 5,3 0,994
Glicerol 0,121 5,7 0,989
Etanol 0,115 6,0 0,994
Maltosa 0,113 6,1 0,985
Celobiosa 0,105 6.6 0,983

Xilosa 0,082 8,5 0,994
Galactosa 0,076 9,1 0,997
Blanco 0,074 9,36 0,960

Respecto a la evolucion del pH durante el cultivo, se registra un leve

aumento del pH en la mayoria de las FCE, el cual fue amortiguado por el buffer
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citrato-fostato adicionado al medio. En el caso de la glucosa, la sacarosa y la
fructosa se evidencia un descenso abrupto del pH en la primera fase del cultivo
para luego comenzar a aumentar llegando a la fase estacionaria. Este
comportamiento indica que dicho descenso esta ligado al crecimiento mas
especificamente al metabolismo celular. En estos tres ultimos casos, la adicion del
buffer al inicio del cultivo no logré amortiguar el descenso previamente observado

en la Figura 3.9.
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Figura 3.9. Evolucion del pH durante el cultivo empleando diferentes FCE.

Respecto a la actividad PAL, resulta indispensable incrementar la
actividad especifica a modo de obtener una elevada produccion por unidad
celular. Sin embargo, como se mencion6 anteriormente es indispensable a la hora
de optimizar un bioproceso poder obtener una elevada actividad volumétrica la
cual surge a partir del producto de la actividad especifica por la biomasa
producida. A la hora de escoger la mejor FCE para nuestro sistema de cultivo, se
tuvieron en cuenta ambos parametros. En la Tabla 3.16 se resumen los resultados
correspondientes a los picos de actividad especifica obtenidos a partir de las
cinéticas de produccion de PAL. En la mayoria de los casos dichos picos de
actividad se evidenciaron entre las 17 y 20 h de iniciado el cultivo, a excepcion de
la maltosa, donde se observo el pico a las 12 h. En todos los cultivos dicho pico de
actividad se manifiesta durante la fase exponencial tardia, donde p=pm,y, para
luego declinar cuando el cultivo alcanza la fase de desaceleramiento previa la fase

estacionaria. Este comportamiento fue observado también en medios complejos
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[52, 110]. Por ende, no se observo en los cultivos realizados con el medio semi-
sintético el efecto estabilizador de L-Ile, reportado por Yamada et al. [52].

Por otro lado, en lo que respecta a actividad especifica, los mejores
resultados se obtuvieron empleando un medio de cultivo sin FCE adicional
(solamente L-Phe e L-Ile). De las FCE adicionadas al medio de cultivo basal, se
obtuvieron elevadas actividades especificas empleando maltosa y celobiosa,
seguidos por el etanol, sorbitol, melaza, glicerol, rafinosa y galactosa. Los
azucares simples de amplia aplicacion en cultivos microbianos (sacarosa, fructosa
y glucosa) dieron lugar a bajas actividades especifica. Ya se menciond
anteriormente la presunta inhibicion de la produccion de PAL en medios
conteniendo glucosa (Ver seccion 2.2.5); sin embargo, la inhibicién completa de
la sintesis de PAL no se evidencid en estos cultivos. En el Unico caso que se
evidencidé una completa inhibicion de la sintesis de PAL fue cuando se empleo

xilosa como FCE en el medio de cultivo.

Tabla 3.16. Influencia de diversas FCE en la actividad PAL.

FCE AE esp. (mU/mg)  AE vol. (mU/ml)  to, (h)
Glucosa 26,5+2,4 69,2 +6,2 ~20
Sacarosa 29,0 £0,5 843+ 14 ~20
Fructosa 25,1+£1,6 69,5143 ~20
Rafinosa 67,6 £3,9 106,4 + 6,2 ~17
Melaza 80,2 £0,31 146,4 £ 0,6 ~20
Sorbitol 95,1+ 1,1 1219+ 14 ~20
Glicerol 75,0+£22 103,4+£3,0 ~20
Etanol 98,7+5,9 90,3 +5,4 ~17
Maltosa 119,5+ 6,1 56,7£29 ~12
Celobiosa  116,7+5,6 101,7+4,9 ~17
Xilosa 9,5+0,38 4,9+0,2 ~17
Galactosa 36,0 + 1,08 28,3+£0,8 ~20
Blanco 125,2 £ 0,55 88,9+ 1,6 ~17

Por otro lado, si tenemos en cuenta la actividad volumétrica durante el

pico de actividad, como medida global de la sintesis de PAL, podemos ver que
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aun cuando el medio sin FCE adicional arrojé los mejores resultados en lo que a
actividad especifica se refiere, la baja productividad de biomasa hace que la
actividad volumétrica no sea demasiado elevada (Tabla 3.15). Sin embargo,
existen FCE que pueden maximizar la actividad volumétrica aun cuando la
actividad especifica no es muy elevada debido a la creciente productividad en
biomasa. Este es el caso especifico de la melaza de soja y del sorbitol. Estos
resultados resultan interesantes desde el punto de vista de que la melaza en un
residuo industrial, lo que la transforma en una materia prima econdémica. Los
inconvenientes de las melazas es la continuidad del suministro de las mismas y la
estandarizacion de su composicion. Debido a ello, para futuros ensayos se optd
por emplear sorbitol como FCE.

En conclusion, se ha observado que la sintesis in vivo de PAL se
manifiesta en ausencia de FCE adicionales que no se traten de L-Phe o L-Ile. En el
caso en que la cepa utilizdé L-Phe como tnica FCE se ha observado una elevada
actividad especifica en detrimento de la produccion de biomasa. Para lograr
aumentar la actividad volumétrica global se requirid6 el empleo de FCE
alternativas con elevada productividad de biomasa y una actividad especifica

razonable, como fue el caso de la melaza de soja y el sorbitol.

3.4.2.1. Efecto de diversas FN en la actividad PAL

De igual modo que en el caso anterior se probaron algunas FN y se
determiné su influencia en la productividad de biomasa y en la actividad PAL. Se
analizaron tanto FN definidas de origen organico (Urea, Glutamato, Glicina) e
inorganico (sulfato de amonio y nitrato de amonio) y fuentes complejas de
composicion variable (peptona acida de caseina). En primer lugar, en lo que
refiere a productividad de biomasa, los resultados se resumen en la Tabla 3.17.
Solamente en el caso de la peptona y el glutamato se logra una leve mejoria en la
productividad. En general la incorporacion directa de aminoacidos en el medio de
cultivo, en especial aquellos que son esenciales para el crecimiento del
microorganismo a cultivar, permite el ahorro de energia de la sintesis de los
mismos, pudiendo crecer con mayor facilidad. Esto explicaria porque la mayor
productividad se obtiene empleando un hidrolizado de proteinas, como es la
peptona acida de caseina. Sin embargo, este efecto no se observd empleando

glicina como FN, la cual demostr6 el mismo comportamiento que las demas FN.
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Tabla 3.17. Influencia de diversas FN en la productividad de biomasa.

FN pt')  Tim) K

Peptona 4c. de caseina 0,134 5,2 0,982
Glutamato 0,129 5,4 0,980
Urea 0,110 6,3 0,997
Nitrato de sodio 0,109 6,4 0,998
Glicina 0,105 6,6 0,998
Sulfato de amonio 0,103 6,7 0,992

Respecto al pH no se observaron variaciones considerables empleando
diversas FN, ya que el pH pudo ser amortiguado por el agregado del buffer.

Finalmente, en cuanto a la influencia de las FN en la actividad especifica
de PAL, no se observaron diferencias significativas entre ellas, a excepcion del
glutamato, cuya actividad especifica fue menor que el resto (Tabla 3.18). Otra
diferencia fue la ocurrencia del pico de actividad, ya que para el glutamato dicho
pico se hizo presente a las 24 h mientras que para el resto fue a las 20 h. Por otro
lado, cuando se compararon las actividades volumétricas entre las FN, se observo
un incremento significativo cuando se empled peptona como FN (Tabla 3.18).
Este resultado era esperable ya que se trata de una FN compleja que administra al
medio los aminoacidos necesarios para el crecimiento y la induccién de PAL.
Estas particularidades hacen que la peptona acida de caseina sea la FN escogida

para futuros ensayos.

Tabla 3.18. Influencia de diversas FN en la actividad PAL.

FN AE esp. (mU/mg)  AE vol. (mU/ml)  t, (h)
Peptona 4c. de caseina 70,0 + 2,4 1642 +5,7 ~20
Glutamato 54,0£0,9 131,9+23 ~24
Urea 77,5%+2,9 120,9 £ 4,6 ~20
Nitrato de sodio 72,3+3,4 111,3+£5,2 ~20
Glicina 68,2 +3,3 97,3+4,8 ~20

Sulfato de amonio 75,1 £3,1 99,2 +4,0 ~20
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3.4.3. Optimizacion de los componentes del medio
de cultivo

3.4.3.1. Diseiio factorial fraccionado

Para la determinacion de la significancia de los componentes del medio de
cultivo en la actividad PAL, se llevd a cabo un diseno factorial fraccionado de
Plackett-Burman. Se evaluaron 11 componentes del medio de cultivo: pH, K,
Mg*, Ca™, Cu™, Fe®, Zn™, Mn", Peptona, L-Ile y Extracto de levadura (EL).
Los cultivos se realizaron en sistema batch en erlenmeyer a 30°C en un shaker
rotatorio a 180 rpm, y las muestras fueron cosechadas a las 18 h de iniciado el
cultivo. Los datos obtenidos a partir del mismo se resumen en la Tabla 3.19. Si
comparamos los 12 experimentos con los controles, podemos ver que solamente
los experimentos 3 y 7 lograron incrementar la produccion de biomasa. Por su

parte el pH se mantuvo relativamente en los valores establecidos por el disefio.

Tabla 3.19. Datos del cultivo del disefio de Plackett-Burman.

Exp.  Biomasa (mg/ml) pH AE esp. (mU/mg)

1 0,716 + 0,025 7,13 11,1 +0,1
2 0,280 + 0,003 7,07 1,3+0,1
3 2,346 + 0,029 5,27 39,6 £0,1
4 0,800 £ 0,032 7,05 54,4+ 1,8
5 0,300 £ 0,001 7,06 7,0£0,3
6 0,280 £ 0,002 7,06 6,9 £ 0,6
7 1,227 £ 0,030 5,12 31,8+ 1,3
8 0,346 £ 0,001 4,97 4,6 £0,2
9 0,403 £ 0,003 5,06 2,4+0,1
10 0,263 £ 0,001 7,01 0,6 £0,1
11 0,326 £ 0,001 5,11 0,5+0,2

12 0,311+0,003 501 3,0+0,1

13(C) 0,853 40,017 6,04  255+02
14(C) 0,785+ 0,015 6,07  250%17
15(C) 0,734 40,035 6,08 26611
16(C) 0,653 + 0,007 6,08  213£05
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Finalmente en lo que respecta a los valores de actividad especifica,
solamente los experimentos 3, 4 y 7 superaron los valores de actividad especifica
de los controles.

A partir de los valores de actividad especifica de PAL obtenidos (Tabla
3.19), se calcularon los efectos correspondientes a cada valor, mediante la
Ecuacion 3.10 (Ver seccion 3.2.3.5). Como puede verse en la Tabla 3.20, hay
factores con efecto positivo y otros con efecto negativo, sin embargo los tnicos
factores que resultaron tener un efecto significativo en la actividad especifica de
PAL, fueron el Mg+2 y el Mn™* (0=0,05). En lo que respecta al Mgﬁ, se ha
reportado su papel en la estabilizacion in vitro de PAL durante la sintesis de L-
fenilalanina metil éster [55]. Por otro lado, el Mn™ se ha atribuido como el factor
influyente en la estabilizacion de PAL durante el almacenamiento por presunta
estabilizacion de una conformacidén mas activa de la enzima [111]. Sin embargo el

efecto de ambos cationes en la sintesis PAL, no ha sido reportado aun.

Tabla 3.20. Anélisis de resultados del disefio de Plackett-Burman (R”= 0,904).

Factor E, SE t %

pH 0,09 5618 -0,016 0,988
K" 1,88 5,618 0335 0,754
Mg 2227 5618 3,964 0,017
Ca" 6,62 5618 1,179 0,304
Cu™ 6,84 5618  -1217 0,290
Fe* 499 5618 0,889 0,424
Zn"™? 8,67 5,618  -1,543 0,198
Mn* -18,26 5,618  -3251 0,031
Peptona 1,74 5,618 0,309 0,772
L-lle 6,44 5618 1,146 0316
EL 11,10 5,618 1976 0,119
Lack of fit 0,004

Aun cuando el lack of fit es significativo, se considera que el modelo es

aceptable cuando el R? es lo suficientemente elevado [112]. En este caso
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particular un R* de 0,904, es mas que aceptable para procesos bioldgicos (Ver
seccion 3.2.3.6.).

En paralelo a este analisis se llevo a cabo el analisis de efectos por medio
del algoritmo de Dong. Mediante éste se logrd determinar aquellos efectos de
factores posiblemente significativos (|[Ei>ME) y aquellos efectos significativos
([Ei»SME). Los resultados del andlisis por Algoritmo de Dong, se presentan en la

Tabla 3.21.

Tabla 3.21. Algoritmo de Dong aplicado al disefio de Plackett-Burman.

Parametro Valor
ME 11,43
SME 18,06

Estos limites pueden representarse en un grafico de probabilidad semi-
normal (Figura 3.10) y observar aquellos efectos que se alejan de la tendencia de

los datos y se encuentran fuera de los limites de la normalidad.
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Figura 3.10. Grafico de probabilidad semi-normal para disefio de Plackett-Burman.

En la Figura 3.10 podemos observar que de acuerdo al algoritmo de Dong
los tnicos efectos estadisticamente significativos fueron el Mg™ y el Mn™,

mientras que el extracto de levadura se encuentra muy cerca del limite del ME.
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Debido a la cercania del EL al margen ME, se puede considerar como un factor

probablemente significativo y analizarlo como tal.

3.4.3.2. Disefio factorial completo

Los tres factores resultantes significativos o probablemente significativos
en el analisis de Plackett-Burman (Mg, el Mn"? y EL) se evaluaron mediante un
disefio factorial completo. Este disefio tuvo como objetivo verificar si los tres
factores son realmente significativos y ademas evaluar si alguna interaccion entre
los factores analizados era significativa. Los datos obtenidos de los cultivos, se
muestran en Tabla 3.22. Si comparamos los 8 experimentos podemos ver que hay
una marcada diferencia en la produccion de biomasa en los experimentos pares
respecto a los impares e incluso mayor que los controles. Si observamos el disefio
original (Tabla 3.11), se evidencia que estos experimentos corresponden a los que
contienen un nivel superior de Mg™*. Esto nos indica en principio que el Mg™
influiria positivamente en el crecimiento de la cepa. Una tendencia similar se
puede ver a simple vista comparando las actividades especificas de los distintos

experimentos. En cuanto el pH, el mismo se mantuvo dentro del nivel basal

esperado.

Tabla 3.22. Datos del cultivo del disefio factorial completo.
Exp. Biomasa (mg/ml) pH AE esp. (mU/mg)
1 0,316 + 0,002 6,07 3,5+0,5
2 1,243 + 0,003 6,16 48,7+ 1,6
3 0,327 + 0,001 5,95 16,2 +0,2
4 1,289 + 0,029 6,09 429+ 1,5
5 0,321 £ 0,001 5,99 7,7+0,3
6 2,248 £ 0,017 6,17 35,7+04
7 0,343 + 0,001 6,06 12,3 +£0,3
8 2,358 £0,035 6,18 37,0+ 0,5
9(©) 0,941 £ 0,008 6,14 23,4+0,2
10 (C) 0,975 £ 0,032 6,12 204+ 14
11 (C) 1,002 £ 0,008 6,2 19,8 £ 0,8

12 (C) 0,878 £ 0,005 6,18 20,8+ 0,4
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A partir de los valores de actividad especifica de PAL obtenidos, se
calcularon los efectos correspondientes a cada factor y las interacciones entre ellos
(Tabla 3.23). A partir del analisis de los efectos se puede observar que el Unico
factor estadisticamente significativo (p<0,05) es el Mg™. El resto de los factores,

incluyendo las interacciones entre ellos, no resultaron significativos.

Tabla 3.23. Anélisis de resultados del disefio factorial completo (R*= 0,973).

Factor E, SE t p

Mg 31,18 2,72 11,46 0,000
Mn"? 320 2,72 1,18 0,305
EL 4,69 2,72 -1,72 0,160
Mg ' Mn™? 548 2,72 2,01 0,115
Mg EL 479 2,72 -1,76 0,153
Mn"-EL 028 2,72 0,10 0,922

Mg Mn™-EL 3,79 2,72 1,39 0,236
Lack of fit 0,021

Si bien el lack of fit result6 ser nuevamente significativo, el modelo puede
considerarse con un buen ajuste debido a que el R” obtenido es bueno (R*= 0,973).
Paralelamente se llevdo a cabo el analisis de efectos por medio del
algoritmo de Dong. Los resultados del anélisis por Algoritmo de Dong, pueden

visualizarse en la Tabla 3.24.

Tabla 3.24. Algoritmo de Dong aplicado al disefo factorial completo.

Parametro  Valor
ME 9,97
SME 12,09

Para observar a simple vista la tendencia de efectos y los limites
establecidos por el Algoritmo de Dong, se presentan los datos en un grafico de
probabilidad semi-normal (Figura 3.11). Se puede observar que los efectos siguen
una tendencia lineal mientras que el Mg™ se aleja de dicha tendencia muy por

encima del SME.



96 | CAPITULO 3. OPTIMIZACION DEL MEDIO DE...

35
1Ex| Mg

30 -

25 -

20 -

15 -

10

Mo-EL Mg-Mn-EL
u T . T T T

0,05 0,1 02 05 1

Figura 3.11. Gréafico de probabilidad semi-normal para disefio factorial completo.

En conclusion, a pesar que el Mn'? resultd un factor significativo en el
disefio factorial fraccionado, cuando se lo analizd con todas las combinaciones
posibles dentro de un disefio factorial completo, dicha significancia no pudo
probarse. Esto demuestra que si bien son Tutiles los disefios factoriales
fraccionados a la hora de hacer el screening de una amplia variedad de factores, es

necesario siempre completar el analisis con un factorial completo.

3.4.3.3. Optimizacion por disefio de Doehlert

Una vez detectado el Mg™ como el unico componente del medio de
cultivo que influye en la actividad PAL, se analizo este factor desde dos puntos de
vista. Por un lado, como se menciond anteriormente se presume que el Mg™
cumple la funcion de estabilizar la actividad PAL en el tiempo durante la reaccion
inversa. Por otro lado, a partir de los cultivos realizados es posible que el Mg™
cumpla un papel en la sintesis de PAL. Para investigar estas dos hipodtesis se
optimizara la concentraciéon de este componente en el tiempo, mediante RSM
empleando disefio hexagonal de Doehlert. Los resultados obtenidos a partir de

dicho disefio, se muestran en Tabla 3.25.
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Tabla 3.25. Resultados obtenidos a partir de RMS.
Exp. X (mg/ml) PAL (mU/mg)

1 1,672 £ 0,047 53,2+0,8
2,282 +£0,037 729+ 1,5
2,073 £0,025 65,1 £ 1,7
0,254 £ 0,006 0,6 +0,0

1,033 £ 0,025 28,3+0,5
1,244 £ 0,077 34,0+ 0,6
1,655 £ 0,029 52,7+3,3
1,636 £ 0,033 53,319

O o0 39 N n Bk~ W

1,666 £ 0,020 53,6 1,2
10 1,650 £ 0,049 53,4+2,1

A partir del andlisis ANOVA para el RSM, se obtuvo que tanto la
concentracién de Mg™ como el tiempo de cultivo son factores estadisticamente

influyentes en la actividad PAL (Tabla 3.26).

Tabla 3.26. Significancia de los factores analizados por RMS (R*=0,942).

Factor p
Mg 0,010
Tiempo 0,007
Lack of fit 0,001

En principio estos resultados indicarian que si bien es posible que exista un
efecto del Mg™ sobre la sintesis de PAL, no habria en principio efecto
estabilizador de la misma en el tiempo, ya que el tiempo resultd ser también
significativo.

A partir de los coeficientes de regresion obtenidos del andlisis de los
resultados (Tabla 3.27), se puede armar el modelo cuadratico, de acuerdo a la

ecuacion 3.9. En este modelo i=1 es Mg ¢ i=2 es el tiempo.
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Tabla 3.27. Coeficientes de regresion para RMS.

Coeficiente Valor

Bo 53,25
By 19,78
B> 21,85
Biy 26,35
Bas 4,55
B1a 1,21

El modelo cuadratico que representa la respuesta observada, se muestra a

continuacion:

PAL = 53 + 19,8Mg + 21,8t —

Esta respuesta expresada en funcion de sus factores se puede visualizar en

un grafico de contorno (Figura 3.12).

26,4Mg? + 4,55t? + 1,21Mgt  (3.25)
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Figura 3.12. Gréafico de contorno de la influencia del Mg y t en la AE de PAL.
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El modelo anterior se validé mediante ensayos que consideran un efecto a
la vez. En principio se variaron las concentraciones de Mg™ desde el nivel basal
hasta 10 veces el nivel basal (0,3 mM a 3mM) para un tiempo de cultivo de 17 h.
Como puede observarse en la Figura 3.13, el aumento de las concentraciones de
Mg incrementaron la actividad PAL hasta valores de aproximadamente 2 mM,
para luego volverse asintdtico. Esta tendencia también puede observarse en el
grafico de contorno si trazamos una linea imaginaria para un tiempo de 17 h. Al
principio el aumento fue practicamente lineal pero luego volverse curvilinea

alrededor de actividades cercanas a 50 mU/mg (Figura 3.12).

60

AE (mU/mg)

20 T T T T T
0,3 0,6 1,2 1,8 24 3

Mg*? (mM)

Figura 3.13. Efecto del Mg en la biosintesis de PAL.

Por otro lado, para una concentracion fija de Mg™ igual a 1,5 mM, se
sigui6 la cinética del cultivo para verificar si realmente no hay un efecto
estabilizador del Mg en la actividad PAL. Como puede verse en la Figura 3.14,
tal como predice el grafico de contorno, si nos paramos en una linea imaginaria en
una concentracion de 1,5 mM , la actividad especifica de PAL aumenta en el
tiempo. Sin embargo, lo que no se pudo observar en el modelo es que luego de 30
h de cultivo la actividad decrece. Esto confirma la premisa anterior de que el Mg ™

no tiene efecto estabilizador de la actividad PAL en el tiempo, al menos durante la

sintesis enzimatica.
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Figura 3.14. Efecto del Mg~ en la estabilizacion de PAL.

En conclusion, a partir de la optimizacion de los componentes del medio
de cultivo se pudo determinar que el unico factor que realmente tiene un efecto
estadisticamente significativo en la actividad PAL es el Mg™. Este efecto no ha
sido observado previamente, debido que la mayoria de los estudios sobre PAL se
basan en la mejora genética, y emplean medios complejos ya optimizados [52].
Otro factor significativo resultd ser el tiempo, ya que no se observd en ninglin
caso el efecto estabilizador del L-Ile, como ha sido reportado previamente por
otros investigadores [52]. Por otro lado, el efecto estabilizador del Mg+2
observado durante la catélisis inversa de PAL in vitro [55] tampoco fue
evidenciado durante la sintesis de PAL. Debido a ello, resulta indispensable el uso
de técnicas de monitoreo y control para lograr cosechar las células en el pico de

actividad especifica.

3.4.3.4. Optimizacion global alcanzada

Como ya se menciond anteriormente uno de los medios méas empleados en
la produccion de PAL es el medio complejo optimo desarrollado por Yamada et
al. [52], el cual se muestra en la Tabla 3.14. El objetivo de este estudio es
contrastar nuestro medio optimizado (Medio C) con el medio desarrollado por

Yamada (Medio Y). El medio C es el mismo medio de cultivo empleado en los
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DOE, con los componentes en su concentracion basal, a excepcion del Mg, el
cual se adiciondé en concentraciones 5 veces mayores al nivel basal (2 mM).
Ambos cultivos se trataron de igual manera en lo que respecta a inoculacion e
incubacion y se tomaron muestras a las 17, 22 y 40 h.

Los resultados obtenidos a partir de estos cultivos, se muestran a

continuacion:

Tabla 3.28. Contraste de medio 6ptimo con medio de referencia.

Medio Pardametro 17 h 22 h 40 h
X (mg/ml) 1,466 £ 0,058 2,275+0,093 5,588 £ 0,040
% optimizacion 83 104 243
PAL (mU/mg) 40,4+1,0 49,7+0,9 42,2+ 0,4

¢ % optimizacion 158 137 150
PAL (mU/ml) 59,2+2,1 113,1 £ 5,7 235,7+3.,5
% optimizacion 131 142 366
X (mg/ml) 1,763 £ 0,020 2,196 £ 0,066 2,296 £+ 0,045
% optimizacion 100 100 100

v PAL (mU/mg) 256+ 1,5 36,2+ 1,2 28,0+£0,9

% optimizacion 100 100 100
PAL (mU/ml) 451+£29 79,5+4,2 64,4 £2,8
% optimizacion 100 100 100

Como puede apreciarse en la Tabla 3.28, el medio C logré superar en
algunos aspectos al medio optimo Y. En lo que respecta a la produccion de
biomasa puede observarse un mayor crecimiento del medio Y a las 17 h. Sin
embargo luego de las 22 h alcanza la fase estacionaria. En contraste, el medio C
crecid a menor velocidad pero alcanz6 un rendimiento de biomasa superior luego
de las 40 h de cultivo (150%). En lo que respecta a la actividad especifica de PAL,
el medio Y presenta un valor mayor a las 22 h lo cual implica que no se evidencio
la estabilizacion de dicha actividad debido al agregado de L-Ile [52]. De igual
modo ocurri6 con el medio C, el cual presenta un incremento a las 22 h. Si

comparamos los valores de los tres tiempos analizados podemos ver que el medio
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C present6é mayor actividad especifica de PAL en los tres tiempos, con un mayor
% de optimizacién a las 17 h (158%). Aun cuando la mayor diferencia se
encuentra a las 17 h, es necesario evaluar la optimizacion en forma global, ya que
como se hizo hincapié en este capitulo, no sélo la actividad especifica alcanzada
es importante, sino que también es indispensable tener una elevada productividad
de biomasa. En este sentido el pardmetro que indica la optimizacién de ambos
parametros es la actividad volumétrica. Comparando la actividad volumétrica de
PAL entre ambos medios se puede concluir que a pesar de la menor productividad
del medio C al inicio del cultivo, la actividad volumétrica fue mayor durante los
tres tiempos analizados. A las 40 h de cultivo se logro la mayor diferencia
(366%), esto se debe a que el cultivo C continud creciendo mientras que el cultivo
Y ya se encontraba en etapa de mantenimiento celular.

En conclusion el medio 6ptimo desarrollado es una alternativa interesante
al medio de cultivo complejo previamente reportado por Yamada ef al. ya que se
logré obtener a partir de €l elevadas concentraciones de biomasa en el tiempo, una
mayor actividad especifica de PAL y por ende, se logr6 incrementar

considerablemente la actividad volumétrica de PAL.



Capitulo 4

Recuperacion y caracterizacion
del biocatalizador

4.1. Objetivos

Los objetivos del presente capitulo son:
e Describir las alternativas de recuperacion de la enzima en forma de célula
permeabilizada y purificada.

e Caracterizar el biocatalizador obtenido.

4.2. Fundamentos

4.2.1. Disenio del bioproceso

El disefio racional de un bioproceso debe considerar la aplicacion del
mismo. Un bioproceso puede bien ser un servicio (biorremediacion) o puede estar
destinado a la produccién de un producto de interés. En este ultimo caso es
fundamental focalizarnos en el producto final a obtener.

Para definir el tipo de producto que se desea producir existen dos aspectos
esenciales a tener en cuenta: aspectos econdémicos y aspectos técnicos [21].

Los aspectos econdmicos estan directamente relacionados al mercado, mas
especificamente a la oferta y demanda. En cuanto a estos parametros, los
productos biotecnoldgicos pueden enmarcase en dos categorias fundamentales:

e Producto de alto valor: son aquellos que se producen a bajas escalas,
requieren un elevado grado de pureza y por ende los costos del producto se
incrementan. En general la oferta de este tipo de producto es baja.

e Producto de bajo valor: son aquellos que se producen a elevadas escalas,
en general el grado de pureza dependera de la aplicacion y los costos del

proceso deben ser bajos para que el producto sea econdmicamente
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rentable. En general, la oferta de productos de este tipo es elevada pero

dependera exclusivamente de la aplicacion.

El primer paso en el disefio de un bioproceso sera entonces definir el tipo
de producto que deseamos obtener. En el caso particular de los biocatalizadores,
¢éstos generalmente son insumos industriales, con lo cual debe tenerse siempre
presente el producto final, ya que el costo del insumo repercutird en el costo de
dicho producto.

Dicho esto, para que un producto sea rentable hay ciertos aspectos
técnicos, relacionados con el proceso de produccion de los biocatalizadores, que
hay que resguardar. Algunos de ellos se enuncian a continuacién [22]:

e El biocatalizador debe incrementar la productividad del proceso

fermentativo (Ver capitulo 3).

e FEl biocatalizador debe poder producirse en un medio de cultivo econémico

(Ver capitulo 3).

e El biocatalizador debe poder almacenarse en forma adecuada sin pérdida
considerable de su actividad.
e Laproduccion del biocatalizador debe poder adaptarse a una escala mayor.

e FEl biocatalizador no debe ser perjudicial para la salud.

4.2.2. Downstream del proceso

El downstream del proceso, como ya se introdujo en el Capitulo 2 de la
presente tesis, incluyen todas aquellas etapas del procesos posteriores a la
fermentacion tendientes a la recuperacion y formulacion del producto de interés
biotecnoldgico, en nuestro caso el biocatalizador. Debido a que el downstream
pueden incluir un gran numero de operaciones unitarias, llega a representar
alrededor del 60% de los costos de produccion [14], los cuales se reflejaran en el
precio final del producto. Debido a ello, la eleccion correcta de la secuencia y de
las operaciones involucradas es fundamental cuando se disefia un producto de bajo
costo, como ya se observo en la seccion 4.2.1.

En lo que respecta a las operaciones que engloba el downstream del
proceso, podemos englobarlas en tres pilares fundamentales:

e Recuperacion del biocatalizador.

e Purificacion del biocatalizador.
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e Formulacion del biocatalizador.

En las proximas secciones se describira brevemente cada una de ellas.

Si bien las operaciones de recuperacion, purificacion y formulacion son
operaciones unitarias ampliamente utilizadas en la industria quimica, hay ciertas
particularidades a tener en cuenta en lo que respecta a su aplicacion en sistemas
biologicos [14]:

e Muchos de los productos a recuperar son solubles en agua y se encuentran
diluidos.

e Los productos son generalmente sensibles a aumentos de temperatura.

e Las propiedades fisico-quimicas de los productos a recuperar son
parecidas a las de los contaminantes.

e Se requiere mantener la pureza del producto para que no resulte dafiino

para los seres vivos.

4.2.3. Recuperacion del biocatalizador

Las operaciones de recuperaciéon tienen como objetivo aislar el
biocatalizador del medio circundante. En el caso de biocatalizadores producidos a
partir de microorganismos, el medio circundante es el medio de cultivo en el cual
se encuentra inmerso el microorganismo productor y el biocatalizador. De acuerdo
a la naturaleza del biocatalizador, dependeran las operaciones destinadas a su
recuperacion [14]:

e Enzimas extracelulares: se trata de aquellas enzimas que se producen y se
excretan al exterior de la célula. En este caso, la enzima quedara diluida en
el medio de cultivo con lo cual las operaciones de recuperacion incluiran la
separacion de las células del medio de cultivo conteniendo la enzima (de
ahora en mas denominado extracto enzimatico) y la concentracion de
dicho extracto. Debido a que el extracto enzimatico contiene los
componentes del medio de cultivo mas las sustancias excretadas por las
células, requerira de técnicas de purificacion adicionales.

e Enzimas intracelulares: son aquellas enzimas que quedan retenidas dentro
de las células. En este caso, las operaciones de recuperacion incluirdn la
separacion de las células (conteniendo la enzima) del medio de cultivo.

Una vez obtenido el pellet de biomasa puede optarse por liberar la enzima
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de la célula por ruptura celular, obtener el extracto enziméatico y proceder

a la purificacion de dicho extracto, o bien puede emplearse la célula como

soporte de la enzima mediante técnicas de permeabilizacion selectiva de la

membrana plasmatica.

Las operaciones de recuperacion utilizan las diferencias entre las
propiedades fisico-quimicas de las sustancias a separar. El criterio de eleccion de
estas operaciones debe priorizar aquellas que aprovechen al maximo estas

diferencias y a la vez resulten econdmicas.

4.2.3.1. Separacion de las células del medio de cultivo

Para la separacion de biomasa del medio de cultivo se utilizan operaciones
de separacion del tipo so6lido-liquido. La eleccion de las mismas dependera, entre
otras cosas, del tamafio de las particulas (células), la diferencia de densidad entre
las células y el medio de cultivo, la forma de dichas particulas (esféricas,
alargadas, filamentosas), etc. Si bien los microorganismos pueden decantar
naturalmente, la velocidad de sedimentacion natural es muy lenta debido al
tamafio pequeio de estos y que la densidad de los microorganismos es muy
similar a la del medio de cultivo que lo rodea. Para acelerar dicha separacion las
operaciones mas empleadas son la filtracion y la centrifugacion.

La filtracion es la operacion por la cual las particulas en el seno de una
solucién son forzadas a atravesar un medio filtrante, en el cual son retenidas. Esta
operacion es mayoritariamente empleada en organismos multicelulares y en
microorganismos filamentosos [8]. Los sistemas de filtracion pueden diferir
notablemente de acuerdo a la naturaleza de la membrana filtrante, el tamafio de
particula que retiene, la presion utilizada, la direccion del flujo y el principio de
filtracion empleado. A escala piloto e industrial los filtros méas empleados por su
eficacia y economia, son los de placa y marco y los tambores rotatorios.

En cuanto a la centrifugacion es mayoritariamente aplicada para separar
particula de menor tamafio, como lo son las bacterias y las levaduras [8]. En estos
equipos la separacion se logra mediante fuerza centrifuga producida por el giro de
del rotor a altas revoluciones. Las centrifugas pueden trabajar en forma continua o
batch, y se adaptan a diferentes escalas, dependiendo del tipo de centrifuga. Las

mas empleadas a escala industrial son las tubulares y las de camara y disco.
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A escala de laboratorio generalmente se utilizan centrifugas con rotor
intercambiable para bacterias y levaduras, y filtros con membranas filtrantes o
telas para la recuperacion de hongos filamentosos.

Una vez separadas ambas fases, y dependiendo la ubicacion de la enzima,
se continua el proceso con la fase liquida (producto extracelular) o con la fase

solida (producto intracelular).

4.2.3.2. Disrupcion celular

La disrupcion o ruptura celular es utilizada cuando el producto de interés
es intracelular y se requiere liberarlo al medio para su posterior purificacion. Se
trata de la disgregacion de la membrana y/o pared celular con la consiguiente
desestabilizacion de la misma y liberacion del contenido intracelular. La
disrupcion de la célula usualmente requiere de métodos fuertes, en particular en
microorganismos como las bacterias y levaduras debido a la estructura de la pared
celular [8].

Los métodos de disrupcion celular pueden clasificarse en [14]:

e Métodos fisicos: En ellos se produce la disrupcion por medio de fuerza
mecanica de diferentes formas. Uno de los equipamientos mas empleados
para este fin es el molino de perlas. Se trata de un tambor giratorio con
perlas que impactan unas con otras y con la suspension celular,
produciendo la ruptura por fuerzas de impacto y cizalla. Uno de los
inconvenientes que tiene este tipo de equipo es la elevacion de la
temperatura, lo cual puede ser perjudicial para la enzima que se desea
recuperar. Otro tipo de tecnologia empleada son los homogeneizadores, los
cuales son sistemas presurizados en los que se hace pasar la suspension a
través de una valvula para luego hacer que choque con un anillo de
impacto. En este tipo de tecnologia actiian fuerzas de impacto y fuerza de
corte. Ambas tecnologias descriptas pueden emplearse a escala de
laboratorio o industrial. Finalmente, una de las metodologias aplicadas a
escala laboratorio son los ultrasonicadores. Esta tecnologia se basa en la
generacion de sonidos de alta frecuencia que resultan en zonas de
diferencia de presion. Esto a su vez producen la cavitacion de micro

burbujas las cuales trasmiten energia a las células haciéndolas colapsar.
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e M¢étodos quimicos: Los métodos quimicos se basan en el tratamiento de
las células con sustancias quimicas concentradas muy abrasivas que
disgregan la estructura de las envolturas celulares, liberando el contenido
celular. Las sustancias empleadas pueden ser agentes surfactantes
(detergentes), alcalis fuertes, solventes orgénicos, etc. En el caso de los
surfactantes, estos actuan solubilizando los lipidos de la membrana. Los
alcalis, entre otras cosas, saponifican los lipidos de la membrana
desintegrandola. Los &cidos organicos también afectan la membrana
disolviendo los lipidos y produciendo la lisis celular. Cuando se emplean
métodos quimicos para la disrupcion debe tenerse sumo cuidado en el
efecto adverso que puede producir en el biocatalizador.

e M:¢étodo enzimdtico: El método enzimdtico es uno de los métodos menos
extremos de disrupcion de la membrana celular. Se trata de enzimas que
digieren en forma especifica la membrana, sin afectar el contenido celular.
Algunos ejemplos son las lisozimas y glucanasas. El tratamiento
enzimatico es costoso y por ende es impensable su utilizacién a escala

industrial [22].

4.2.3.3. Permeabilizacion celular

La permeabilizacion celular consiste en la alteracion de la permeabilidad
de la membrana sin afectar su integridad [113]. La disrupcion tiene la desventaja
de que, al liberar todo el contenido celular, dificulta la posterior purificacion de la
enzima por la presencia de muchos contaminantes. Para evitar que esto suceda se
puede permeabilizar selectivamente la membrana sin  desintegrarla
completamente. Por un lado se puede modificar la permeabilidad de la membrana
para dejar pasar el compuesto de interés. En este caso, ademds de liberarlo del
interior de la célula, se simplificaria el proceso de purificacion. Este método
emplea los mismos compuestos que la ruptura celular pero los tratamientos son
menos intensivos. Entre los agentes permeabilizantes mas comunmente empleados
estan algunos solventes organicos, agentes surfactantes, policationes y algunas
enzimas especificas. También puede lograrse cierta permeabilizacidon mediante
métodos fisicos leves, como podria ser el congelamiento o liofilizacion de las

células sin el uso de crioprotectores.
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Esta metodologia se puede emplear también para modificar la
permeabilidad de la membrana y permitir inicamente el pasaje de compuestos de
bajo peso molecular a través de ella. Esto implica que la enzima de interés puede
quedar retenida dentro de la célula y el sustrato y el producto de la reaccion
pueden entrar y salir de la misma libremente [114]. Este sistema permitiria que la
célula actie como soporte de la enzima, pudiendo recuperarlas facilmente del
medio de cultivo circundante mediante las técnicas anteriormente descriptas (Ver
seccion 4.2.3.1). Ademas del facil aislamiento las células permeabilizadas
conteniendo la enzima (de aqui en mdas denominadas ‘“células cataliticas”)
presentan varias ventajas en comparacion a la enzima pura. En principio, mediante
la permeabilizacion se permite utilizar la enzima in vivo lo cual le brinda
estabilidad a la misma, ya que al aislarla pierde la proteccion que tenia dentro de
la célula. Por otro lado, es posible que los cofactores que requiere la enzima se
pierdan durante las etapas de purificacion, sin embargo dentro de la célula
catalitica el cofactor puede ser regenerado [115]. Finalmente empleando la célula

catalitica se puede reutilizar el biocatalizador por medio de centrifugacion.

4.2.3.4. Concentracion del extracto enzimatico

Una de las etapas previa a la purificacion enzimadtica es la concentracion
del extracto crudo. Mediante esta etapa se elimina el contaminante mas
abundante: el agua. Ademas al reducir el volumen de material se facilitan las
operaciones de purificacion y a su vez, se reduce el costo de dichas operaciones
[11]. Las técnicas de concentracion dependerdn fundamentalmente de las
propiedades fisico-quimicas del producto a recuperar. A continuacion se
mencionan algunos de los métodos mas utilizados a tal fin:

e M:¢étodos térmicos: son métodos muy empleados pero deben controlarse
muy bien con el fin de evitar la desnaturalizacion enzimatica. Para evitar
aumentar la temperatura excesivamente, la evaporacion del agua se lleva a
cabo bajo presion reducida. De acuerdo a la forma de operacién de los
evaporadores tenemos de capa fina y evaporadores tubulares.

e Precipitacion: en condiciones normales, las enzimas interactian con el
solvente a través de grupos ionizables e hidrofobicos. Si las condiciones en
el medio se modifican, es posible que las enzimas se aglomeren y

finalmente precipiten. Dicho precipitado puede retornar a las condiciones
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iniciales mediante la disolucion en un solvente, pudiendo ser disuelto en
un volumen menor, es por ello que se considera un método de
concentracion. Existen varios agentes que pueden causar la precipitacion.
Las sales son unos de los agentes precipitantes mas comunes. Elevadas
concentraciones de sales actiian sobre las moléculas de agua que rodean la
proteina cambiando las fuerzas electrostiticas responsable de la
solubilidad proteica. Entre las sales mas comunmente empleadas esta el
sulfato de amonio. La precipitacion con sales puede emplearse también
como etapa de purificacion si se logra separar por precipitacion otras
enzimas sin afectar la enzima de interés. Otros agentes precipitantes son
los solventes organicos. Estos reducen la constante dieléctrica del medio y
con ello el efecto de solvatacion de las moléculas que rodean la proteina,
con la consiguiente aglomeracion y precipitacion de la enzima. Por otro
lado, algunos polimeros como por ejemplo el polietilenglicol actuan de
forma similar que los solventes organicos, modificando la esfera de
solvatacion que rodea la proteina. Finalmente, se puede precipitar una
enzima en su punto isoeléctrico. La metodologia de precipitacion consiste
en adicionar un acido para disminuir el pH y producir la precipitacion de
proteinas, ya que muchas tienen un punto isoeléctrico en el rango acido.

e Filtracion por membrana: para la concentracion de extractos crudos
pueden emplearse filtracion por membrana. Una de las tecnologias de
membrana mas empleadas a estos fines es la ultracentrifugacion. Las
membranas semipermeables de ultrafiltracion permiten el pasaje de
solvente y pequefios compuestos a través de ella, reteniendo las moléculas
de alto peso molecular. Como en la ultrafiltracion las sales permean con el

solvente, es también un método de desalado.

4.2.4. Purificacion del biocatalizador

Las operaciones de purificacion tienen como objetivo remover todos
aquellos contaminantes que se encuentran en el extracto crudo y que pueden
interferir en su uso posterior. A su vez, a través de la purificacion se logra

incrementar la actividad especifica de la enzima la cual se define como la cantidad



CAPITULO 4. RECUPERACION Y CARACT... | 111

de unidades enzimaticas por min por mg de proteina total. Obtener una elevada
actividad especifica es un requisito previo a la inmovilizacion del biocatalizador.

La composicion del extracto crudo dependera si la enzima es extracelular o
intracelular [8]. En el primer caso el extracto contendra un pool de enzimas
extracelulares y pequefios solutos de bajo poder molecular, ya que la membrana
celular es una poderosa barrera que retiene todo el contenido celular. Sin
embargo, en el caso de extracto de enzimas intracelulares que debieron pasar por
un proceso de disrupcion celular, éste contiene ademas de lo antedicho, todos los
componentes intracelulares, entre ellos, una mezcla compleja de proteinas y
acidos nucleicos. En este ultimo caso unas de las primeras etapas de purificacion
debe separar los acidos nucleicos de la muestra, lo cual puede lograrse mediante
precipitacion con algunos agentes o bien empleando nucleasas. El sulfato de
amonio puede emplearse con este fin pero no es especifico, ya que también
precipita proteinas.

Los componentes de bajo peso molecular, principalmente las sales, pueden
ser removidas previamente ya sea mediante didlisis o cromatografia de exclusion
molecular. Esta etapa se conoce como desalado.

Una vez eliminados los componentes no proteicos, el extracto crudo
consiste principalmente en una mezcla de proteinas. A estas alturas la purificacion
del extracto estara dirigida a operaciones de fraccionamiento de las diferentes
proteinas [8]. Cada una de estas etapas incrementard la pureza del compuesto,
expresado como el grado de purificacion (Ecuacion 4.1), pero a su vez se perdera
parte de la enzima en cada etapa, pardmetro conocido como el rendimiento de
purificacién (Ecuacion 4.2). Idealmente, el grado de purificacion final debe ser
elevado al igual que el rendimiento. Esto dependera en gran medida de la cantidad
de etapas de purificacién, ya que aun si se obtiene un rendimiento por etapa

elevado, si el proceso tiene muchas etapas, el rendimiento final sera bajo.

AE,

Grado de purificacion = 4.1

AETOTAL
UE; (4.2)

Rendimiento =
UETOTAL

Desde el punto de vista industrial, las operaciones de purificacién en
general son costosas y el precio del producto muchas veces no puede compensar

los costos de obtencidon de enzimas puras. Es por ello, que aun cuando el grado de
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purificacién es importante, es esencial obtener un buen rendimiento final en
detrimento de la purificacion [§].

Las operaciones empleadas para la purificacion de un extracto enzimatico
que contiene mayoritariamente proteinas, consistira en una serie de etapas que
utilizan las diferencias entre las propiedades fisicas (tamafio molecular,
solubilidad y distribucion de carga en la superficie) asi como también propiedades
biologicas (especificidad a un determinado ligando) para separar las diversas

proteinas.

4.2.4.1. Cromatografia

La cromatografia es una de las técnicas de purificacion mas empleadas
debido a su eficacia. La configuracion méds comun para este propdsito es en
columna. Esta técnica consiste en el pasaje de una mezcla de sustancias (en este
caso proteinas) disueltas en una fase movil a través de una fase estatica, la cual
generalmente es una matriz sélida. Durante dicho pasaje los solutos interaccionan
de manera diferente con la matriz, produciendo un retardo en la elucién de
acuerdo a sus propiedades.

Existen muchas técnicas cromatograficas para la purificacion de proteinas,
las mas relevantes se resumen a continuacion [22]:

e (Cromatografia de exclusion molecular o filtracion en gel: este tipo de
cromatografia separa las moléculas por su peso molecular. Asi, las
moléculas de alto peso molecular, las cuales no son retenidas en los poros
de la matriz pasan rdpidamente por la columna, mientras que las mas
pequefias quedan retenidas y son eluidas de mayor a menor peso
molecular. Las matrices son muy variadas siendo las mas comunmente
empleadas poliacrilamida, dextrano, polimetacrilato, geles de agarosa, etc.

e Cromatografia de intercambio i6nico: esta técnica separa las proteinas de
acuerdo a su carga neta a un determinado pH. La matriz empleada tiene
una carga neta un dado pH, por lo cual las moléculas con carga opuesta
interaccionan con el soporte y quedan retenidas en la columna. Hay
matrices de carga negativa (intercambiadores catidnicos) y matrices de
carga positiva (intercambiadores anionicos). Las proteinas son eluidas
mediante el incremento de la fuerza i6nica (aumentando la concentracién

de sales) o bien mediante gradiente de pH.
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e (Cromatografia por interaccion hidrofobica: este tipo de cromatografia
separa las proteinas de acuerdo a su hidrofobicidad. La mezcla de
proteinas se inyecta en la columna y las proteinas comienzan a
interaccionar con los ligandos hidrofobicos de la matriz. Las proteinas
absorbidas se eluyen empleando un gradiente decreciente de concentracion
salina, variando el pH o disminuyendo la polaridad del buffer empleando
etilenglicol.

e (Cromatografia de afinidad: Es una de las técnicas mas eficientes de
purificacion. En ésta, las proteinas interaccionan con un ligando, unido a la
matriz, con el cual tienen afinidad. Los ligandos pueden ser, en el caso de
enzimas, el sustrato, un sustrato analogo, un cofactor, un inhibidor, un
anticuerpo, etc. El ligando debe unirse fuertemente a la enzima
retardandola pero a su vez dicha union debe ser reversible. Idealmente este
tipo de cromatografia permite que se pueda purificar la enzima en un tnico

paso.

4.2.4.2. Cristalizacion

La cristalizacion es una forma de purificacion muy antigua la cual se esté
empleando en la actualidad, debido a la blisqueda de alternativas factibles de
aplicar a escala industrial y a su vez econdmicas [11]. Algunas enzimas que se
lograron cristalizar para uso comercial son las celulasas, la glucosa isomerasa y la
alcohol oxidasa [11].

La cristalizacion trata de la formacion de particulas solidas de la enzima de
tamafio y forma definida. Para que una enzima cristalice se tienen que dar las
condiciones adecuadas para que se encuentre sobresaturada en el solvente.

Existen muchos factores que influyen en la cristalizacion incluyendo el
tipo de sal y su concentracion, el pH, la temperatura, la agitacion, el nicleo de
cristalizacion, etc. Mediante el control de los niveles de saturacion se puede
optimizar el tamafio del cristal obtenido. Adicionalmente algunas enzimas se
pueden hacer crecer en diferentes morfologias modificando las condiciones de

cristalizacion [11].
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4.2.4.3. Control de las etapas de purificacion

Para determinar la pureza de la solucion obtenida luego de cada etapa de
purificacion no basta Unicamente con hacer un seguimiento de la actividad
especifica, sino que debe llevarse a cabo técnicas que confirmen la pureza
alcanzada. Una de las técnicas mas empleadas para estos fines es la electroforesis.

La electroforesis se basa en la separacion de proteinas por migracion
diferencial dentro de un campo magnético. Aquellas proteinas con carga eléctrica
neta positiva migran hacia el anodo y las proteinas con carga neta negativa migran
hacia el catodo. La migracion alcanzada desde el punto de siembra es
proporcional a la carga neta.

Algunas de las técnicas electroforéticas mas empleadas son la
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE), geles de poliacrilamida en
condiciones  desnaturalizantes  (SDS-PAGE), isoelectroenfoque  (IEF),

electroforesis bidimensional, etc.

4.2.5. Formulacion del biocatalizador

La formulacion del producto consiste en una serie de operaciones diversas
tendientes a la estabilizacion, estandarizacion y presentacion del producto de
acuerdo a su aplicacion.

Las enzimas en general se presentan para su comercializaciéon de dos
maneras: solidas o liquidas.

Para la presentacion de enzimas en forma soélida, las mismas se mezclan
con estabilizantes y se someten a operaciones de secado. Las técnicas de secado
mas comunes son el secado spray y la liofilizacion. La primera técnica se emplea
a escala industrial ya que es un método econdmico y la segunda es mas
comunmente empleada a bajas escalas [9]. Las enzimas presentadas en forma
solida tienen el beneficio de conservar la vida util del producto por mas tiempo
debido a la disminucion de ay,. Bajas ay, reducen la velocidad de ocurrencia de la
mayoria de las reacciones de deterioro, incluyendo el deterioro microbiano.
Adicionalmente pueden ser almacenadas a temperatura ambiente con el
concomitante ahorro de energia de refrigeracion y a su vez son mas facilmente

transportables, debido a la reduccion de volumen. En contraposicion, la
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presentacion de enzimas en forma sélida puede producir polvo y afectar a los
trabajadores, los cuales pueden sufrir de alergias debido a ello [8].

Por otro lado, la presentacion de enzimas en forma liquida incluye la
concentracion, la adicion de estabilizantes y la posterior filtracion. Los
estabilizantes mas empleados son la glucosa, sacarosa y algunos polioles. Estas
sustancias confieren estabilizacion en cuanto al mantenimiento de la estructura
nativa de la proteina y de este modo evitan la desnaturalizacion. Ademas
previenen la formacion de agregados, manteniendo a la enzima soluble.
Seguidamente el producto se filtra para eliminar solidos insolubles y reducir la
carga microbiana [9]. Las ventajas de utilizar enzimas liquidas estan dadas por la
facilidad de manejo y dosificacion y existe ademas un ahorro energético al no
tener que utilizar operaciones como el secado. Sin embargo tiene la desventaja de
ser mas vulnerable a desestabilizacion y contaminaciéon microbiana, con lo cual
generalmente debe ser almacenada en condiciones de refrigeracion.

En definitiva, la aplicacion del biocatalizador determinara si es mas
factible su utilizacioén en forma solida o liquida. Por ejemplo, para la industria de
detergentes para la ropa en general deben suministrarse en forma sélida, mientras
que para la industria de jarabes de alta fructosa se prefiere la enzima liquida.

Finalmente, parte de la formulacion del producto es su estandarizacion. Es
muy comun en los procesos biologicos las variaciones entre batch y batch, y desde
el punto de vista de la comercializacion se requiere que el producto tenga
caracteristicas estables en el tiempo. Una forma de disminuir las fluctuaciones del
proceso es mediante la incorporacion de sistemas de monitoreo y control del
mismo. Aun asi la estandarizacion del producto es necesaria para lograr obtener
las especificaciones del producto y una calidad constante. Dichas especificaciones
deben suministrar la siguiente informacion: Actividad especifica, estabilidad en el

almacenamiento, solubilidad, contenido de agua, etc.
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4.3. Metodologia

4.3.1. Diseiio del proceso

Ya se ha explicado al inicio de este capitulo que un disefio racional del
proceso de obtencion de biocatalizadores debe considerar la aplicacion que
tendran los mismos y fundamentalmente si la rentabilidad del producto final
puede solventar los gastos de dicho proceso.

En nuestro caso estamos produciendo un biocatalizador para la reducciéon
de L-Phe en hidrolizados proteicos. Dichos hidrolizados serian una alternativa
para las actuales formulas de aminoécidos. Si bien hoy en dia estas formulas se
venden como productos farmacéuticos, con los costos concomitantes, nuestra
propuesta tiende a la obtencién de un producto més econdmico que no perjudique
la economia familiar del paciente. En vista de ello, la tecnologia aplicada a la
obtencion del biocatalizador como insumo para esta industria, debe ser lo mas
economica posible. Por lo tanto, se disefiard un proceso economico para la
obtencion del biocatalizador que consiste en la produccion de células cataliticas
con elevada actividad PAL y se contrastard con un método alternativo basado en
la purificacion de la enzima mediante métodos convencionales. Dicho proceso se

resume en la Figura 4.1.

Fermentacion

Recuperacion de células

Permeabilizacion Disrupcion celular

— Remocion de insolubles

Conservacion

— Purificacion

— Conservacion

Figura 4.1. Alternativas de obtencion del PAL.
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4.3.2. Obtencion y caracterizacion de células

cataliticas

4.3.2.1. Obtencion de células cataliticas

Las células cataliticas se obtuvieron a partir de cultivos de R. toruloides
NBRC 0559 en medio 6ptimo para la produccion de PAL (Tabla 3.14). La
fermentacion se llevo a cabo en cultivo sumergido en erlenmeyer de 3 litros
conteniendo 600 ml de medio de cultivo (Figura 4.2). Se inoculd con células
frescas (no mas de una semana) a razén de 1,5 10’ UFC/ml. Los erlenmeyers se

incubaron en shaker rotatorio a 200 rpm y 30°C.

Figura 4.2. Cultivo sumergido de R. toruloides.

Las células se cosecharon en su pico de actividad y se recuperaron por
centrifugacion a 4000 rpm por 5 min a 5°C. El pellet se resuspendi6 en solucion
fisiologica y se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones antes descriptas
con la finalidad de eliminar los componentes del medio de cultivo. Este ultimo
paso se repitid dos veces mas. Una vez obtenido el pellet se mantuvo en

condiciones de refrigeracion a -20°C.

4.3.2.2. Permeabilizacion y conservacion de células
cataliticas

Como ya se menciond anteriormente, PAL es una enzima intracelular
ubicada en el citoplasma de la célula. Para poder emplear la célula como soporte
de la enzima se la debe permeabilizar de tal forma que permita el pasaje de L-Phe

al interior de la célula y la salida de -CA al exterior de la misma. Ogata et al. [31]
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han demostrado la eficacia del bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) y cloruro
de cloruro de cetilpiridinio (CPC) en la permeabilizacion de la membrana
plasmatica. Si bien estos compuestos estan aprobados por la FDA [116], no es
recomendable su uso en alimentos que van a ser ingeridos, ya que pueden causar
reacciones adversas como vOomitos y nauseas. Como alternativa se estudié la
liofilizaciéon como medio de permeabilizacion celular. A su vez este método
permite conservar las células por un largo periodo de tiempo a temperatura
ambiente, con lo cual se lograria una doble ventaja a partir de su aplicacion.

Para determinar si es factible la permeabilizacién celular por medio de
liofilizacidn, la suspension celular sin crioprotector se congelod a -80°C y luego se
liofiliz6. Una vez liofilizada, se prepard una suspension celular de 100 mg/ml
final en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5) con 5 mM de 2NaEDTA. El acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) tiene como objetivo actuar como conservante
microbiano y ademas es inhibidor de metaloproteasas.

Se ensayaron dos condiciones, por un lado se evalué una suspension
celular de 5 mg/ml tratada Gnicamente con liofilizacién y por el otro se agregd
CPC en una concentracion final de 0,05 mg/ml de mezcla de reaccion. Se
emplearon dos blancos de reaccion, uno es el blanco sin L-Phe y otro es el blanco
sin células, en todos los casos las determinaciones se llevaron a cabo por
triplicado. Los tratamientos se incubaron con 1 mM de L-Phe en Tris-Buffer (0,1
mM, pH=8,5, 5 mM 2NaEDTA) a 35°C y se tomaron muestras a las 2 y 4 h. La
reaccion se detuvo por desnaturalizacion térmica a 80°C por 10 min, se centrifugd
a 11500 rpm por 10 y se determind en el sobrenadante el #~CA producido
espectrofotométricamente a 290 nm. Para corroborar que la absorbancia medida se
trata del #-CA se llevo a cabo una corrida espectrofotométrica entre 250 a 320 nm
de longitud de onda y se compard con un espectrograma de la droga patron de ¢-

CA.

4.3.2.3. Caracterizacion de las células cataliticas

Las células cataliticas libres fueron caracterizadas para determinar la
aptitud de las mismas en la reduccion de L-Phe.

En principio se caracterizaron en término de concentracion celular (2,5,
5,0, 7,5 y 10 mg de células secas/ml) en solucion de 1 mM de L-Phe en buffer
Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 5 mM EDTA), a 35 °C por 4 h. Finalizada la reaccion,
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la misma fue detenida mediante tratamiento térmico a 80°C por 10 min.
Seguidamente la muestra fue centrifugada a 11500 rpm por 10 min para eliminar
el precipitado. La cantidad de +CA formado se determind
espectrofotométricamente mediante la DO,9p conociendo el & para nuestras
condiciones de reaccion. Un procedimiento similar se utilizd para medir la
cinética de reaccion para diferentes concentraciones de L-Phe (1, 5 y 10 mM). Se
empleo para ello 5 mg de células secas y se llevo a volumen con buffer Tris-HCI
(0,1 M, pH=8,5, 5 mM EDTA). La incubacion y el andlisis de las muestras se
llevaron a cabo de la misma manera descripta anteriormente. Debido a que la
reaccion es mol a mol, mediante la cinética de aparicion de t-CA se puede
determinar la cinética de reduccion de L-Phe en las muestras.

Por otro lado se evaluo6 el efecto de la temperatura en la actividad PAL de
las células cataliticas. La temperatura influye de dos maneras en la enzima: por un
lado afecta su estabilidad y por el otro su reactividad. En cuanto a la estabilidad,
las enzimas pueden ser afectadas por elevadas temperaturas debido a su naturaleza
proteica, pudiendo ocasionar la desnaturalizacion y con ello la alteracion de su
estructura nativa y funcionalidad. Por otro lado, en lo que respecta a su
reactividad, como en toda reaccion quimica, la velocidad a la que ocurre se ve
incrementada por la temperatura, con lo cual el aumento de la temperatura puede
incrementar la actividad enzimatica hasta cierto punto. El comportamiento global
sera el que se alcance a partir de ambos efectos: el incremento de actividad y la
inactivacion proteica.

En vista de lo antedicho, se determin6 primeramente la termoestabilidad
de la enzima dentro de la célula catalitica. Este es un parametro importante ya que
nos brinda informacion acerca de las temperaturas a las cuales la enzima se
inactiva en cortos periodos de tiempo. A su vez es una propiedad muy utilizada a
la hora de purificar una enzima ya que si es termoestable a elevadas temperaturas
se puede emplear esta propiedad para precipitar enzimas con menor
termoestabilidad. La termoestabilidad de la enzima se determin6 mediante
tratamientos de una suspension celular de 10 mg/ml en Tris buffer (0.1 M,
pH=8,5, I mM EDTA), a diferentes temperaturas (20 a 70 °C) para un tiempo
definido de 10 min. Durante el tratamiento térmico, la mezcla de reaccion fue
agitada ocasionalmente para asegurar la correcta transferencia de calor. Una vez

finalizado el proceso, se enfrian rapidamente las muestras en un bafio de hielo, se
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agrega L-Phe en una concentracion final de 1 mM y se incuba a 35°C por 2 h con
agitacion constante (80 rpm) en una shaker termos atizado (Figura 4.3).
Transcurrido dicho tiempo las muestras se inactivan completamente en un bafo
termostatico a 80°C por 10 min, se centrifuga a 11500 rpm por 10 min y se

determina la concentracion de +-CA mediante medida de DOjgq.

Figura 4.3. Incubacion de las muestras a temperatura variable.

Por otro lado, se evalu6 el efecto global de la temperatura en la actividad
PAL a fin de determinar el punto de trabajo 6ptimo. Para ello se incubaron
suspensiones celulares de 10 mg/ml en Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 5 mM EDTA)
con 1 mM de L-Phe a diferentes temperaturas (20 a 70 °C) por el término de 2 h.
Finalizado dicho tiempo se llevdo a cabo el mismo procedimiento descripto
anteriormente y se determin6 actividad.

Finalmente, se determind la estabilidad de las células cataliticas durante el
almacenamiento en condiciones de refrigeracion. Este es un requisito fundamental
para su aplicacidon, ya que una misma suspension celular debe ser utilizada en
reiteradas oportunidades. Para evaluar la capacidad de retener su actividad por
varios dias se determind la actividad PAL durante los dias sucesivos de
almacenamiento a 5°C. Para ello se incubd la suspension celular con una
concentracion de 5 mg/ml en Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 5 mM EDTA) con 1 mM
de L-Phe a 35°C por 2 h. Finalizado dicho tiempo se detuvo la reaccion, se
centrifugd y se determind la concentracion de -CA en el sobrenadante, de la
misma forma descripta anteriormente. Este procedimiento se repiti6 durante los 5

dias subsiguientes a la preparacion del biocatalizador.
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4.3.3. Obtencion y caracterizacion de PAL

purificada

4.3.3.1. Protocolo de purificacion de PAL

Para contrastar la eficiencia de las células cataliticas conteniendo PAL, se
utilizdé enzima purificada y parcialmente purificada provista como gentileza del
Prof. Osao Adachi. La razén de preparar una enzima totalmente pura y una
enzima parcialmente purificada radica en los costos de las operaciones de
purificacion. Se ensayardn la aplicacion de ambas alternativas para determinar si
se puede emplear un extracto parcialmente purificado o se requiere la purificacion
total de la enzima.

La enzima parcialmente purificada fue obtenida a partir del siguiente

protocolo resumido en la Figura 4.4.

Suspension celular

Disrupcion celular

Tratamiento térmico

Cromatografia de intercambio i6nico

Figura 4.4. Protocolo de obtencion de la enzima parcialmente purificada.

Una vez recuperadas las células del medio de cultivo se resuspendieron en
un pequeiio volumen de buffer Tris-HCI (10 mM, pH=8) y se congelaron a -20°C
en un bafio de etanol al 60%. Una vez congeladas se llevo a cabo la ruptura celular
con una prensa X, mediante tres pasajes sucesivos entre los cuales la muestra se
congelaba. Seguidamente se eliminaron los restos insolubles mediante
centrifugacion a 10000 rpm por 20 min. El sobrenadante se fracciond luego en
tubos de vidrio de pared fina y se calentaron a 50°C por 5 min con agitacion
constante, luego de lo cual se sumergieron los tubos en un bafio de hielo. Esta
etapa tiene como finalidad desnaturalizar algunas proteinas de baja estabilidad

térmica y con ello eliminar gran cantidad de proteinas contaminantes [41]. El
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precipitado se elimind nuevamente por centrifugacion a 10000 rpm por 20 min.
Seguidamente se llevo a cabo una cromatografia de intercambio i6nico empleando
una columna de intercambio anionico (DEAE-toyopearl, 30 X 3 cm) la cual se
equilibro con buffer NPB 0,5 M, pH=7. El extracto enzimatico se inyectd en la
columna y se comenzd la elucidon con concentraciones crecientes de KCl. La
elucion de PAL se logrd a concentraciones cercanas a 30 mM de KCl. La PAL
parcialmente purificada, obtenida de esta manera se liofilizd y se mantuvo en
condiciones de refrigeracion, como medida adicional de conservacion.

Por otro lado, el protocolo completo de purificacion disefiado por el Prof.

Adachi [41] se presenta en la Figura 4.5.

Suspension celular

Disrupcion celular

Tratamiento térmico

Cromatografia de intercambio 16nico

Precipitacion

Desalado

Cromatografia de afinidad

Concentracion

Cromatografia de exclusion molecular

Concentracion

Cristalizacion

Figura 4.5. Protocolo de obtencion de la enzima purificada.
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El protocolo de purificacion se va a explicar brevemente (para mayores
detalles ver bibliografia correspondiente [41]). Dicho protocolo consiste en la
disrupcion celular mediante dos pasos por una prensa french con eliminacion de
restos celulares mediante centrifugacion a 10000 g por 30 min. Luego se prosigue
con el tratamiento térmico a 50°C por 5 min, de la misma forma descripta
anteriormente. Seguidamente se emplea una cromatografia de intercambio i6nico
DEAE- celulosa la cual se equilibra con buffer Tris-HCI (10 mM, pH= 8, 10 mM
L-Phe). Seguidamente se inyecta la muestra y se eluye la enzima de interés
mientras se incrementa la concentracion de KCI. Las fracciones conteniendo PAL
se eluyen a 0,2 M KCIl. Las fracciones obtenidas se concentran por precipitacion
empleando sulfato de amonio a 70% de saturacion y luego se disuelven en buffer
KPB (5 mM, pH=7,5, 10 mM L-Phe). Seguidamente la muestra se dializa toda la
noche en condiciones de refrigeracion para desalar. La solucion dializada se
inyecta en una columna de hidroxiapatita y se eluye con 50 mM de buffer KPB
(pH=7,5, 10 mM L-Phe). Luego se concentra nuevamente con sulfato de amonio
al 80% y se dializa. A continuacion la solucion enzimadtica se inyecta en una
columna Sephadex G-200 y se eluye con buffer KPB (50 mM, pH=7,5, 10 mM L-
Phe). Las fracciones son nuevamente sometidas didlisis. Finalmente la enzima se
cristaliza en finos cristales con forma de aguja por el agregado muy lento de
sulfato de amonio solido, hasta detectar una leve turbidez y se mantiene en
refrigeracion hasta su completa precipitacion. La enzima obtenida a partir de este

protocolo se liofiliza y se mantiene en condiciones de refrigeracion hasta su uso.

4.3.3.2. Caracterizacion de PAL purificada

La enzima liofilizada se reconstituy6 en buffer Tris HCI (20 mM, pH=8,5,
5 mM EDTA) hasta una concentracion final de 128 mg/ml.

En principio se determina la actividad volumétrica de la enzima
parcialmente purificada y de la enzima purificada. La actividad volumétrica en la
enzima, como ya se mencion6 anteriormente (Ver capitulo 3) se determina por la
velocidad inicial de produccion de #-CA. Para ello se sigue la cinética de PAL
espectrofotométricamente a 290 nm y se toma la pendiente de la zona lineal previa
a la saturacion del sistema (Figura 2.4).

Seguidamente PAL purificada se caracterizé en términos de concentracion

de biocatalizador. Para ello se determino la influencia de la concentracién de PAL
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en la velocidad inicial de reaccion. A una solucion 2,5 mM de L-Phe en buffer
Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5) se agregd PAL en concentraciones crecientes (~2 a 25
mU/ml). La reaccion se llevd a cabo en una cubeta y siguid la cinética
espectrofotométricamente a 290 nm durante 10 min.

Por otro lado PAL se caracterizé cinéticamente, para verificar si puede
ajustarse a un modelo de cinética del tipo Michaelis-Menten (Ver capitulo 2). Para
ello se emplearon concentraciones crecientes de L-Phe (0 a 5 mM) en buffer Tris-
HCI (0,1 M, pH=8.,5) y se le adicion6 PAL en una concentracién de 10,3 mU/ml
en la mezcla de reaccion. Se determind la velocidad inicial de reaccion mediante
la pendiente de la recta de formacion de #-CA, la cual se calculd a partir de la
cinética registrada espectrofotométricamente a 290 nm para cada concentracion.
Para la determinacion de los pardmetros cinéticos (Ve Y Kin) se empled el método
de linealizacion de Lineweaver-Burk (Ver capitulo 2).

Finalmente se sabe a partir de estudios previos que PAL es estable hasta
temperaturas de 50°C por 10 min [43]. De hecho, ésta es una de las propiedades
que se utiliza ventajosamente para su purificacion. Sin embargo, hay muy poca
informacion acerca de su temperatura Optima de reaccion. Es por ello que la
temperatura optima de PAL purificada se determiné por incubacion de la solucion
de 1 mM de L-Phe en Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 5 mM EDTA) con PAL a
concentracion final de 206 mU/ml, a diferentes temperaturas (20 a 70 °C) por el
término de 2 h. Finalizado dicho tiempo las muestras se sumergieron en un bafio
de hielo, se centrifugaron a 10000 rpm por 20 min para eliminar cualquier
precipitado que pudiera formarse y se midio el #+CA formado por

espectrofotometria a 290 nm.
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4.4. Resultados y Discusion

4.4.1. Caracterizacion de células cataliticas
Una vez obtenidas las células cataliticas se caracterizaran en varios
aspectos que tienen incumbencia en cuanto a su factibilidad de uso para la

aplicacion propuesta. A continuacion se detallan cada uno.

4.4.1.1. Permeabilizacion de células conteniendo PAL

El objetivo de este estudio fue revelar si se puede emplear una técnica de
conservacion del biocatalizador, como lo es la liofilizacion, para la
permeabilizacion de las células, obteniendo el mismo desempefio observado
cuando se utiliza CPC como agente permeabilizante.

Para ello se prepar6 una suspension a partir de las células liofilizadas y se
traté por un lado dichas células con CPC y por el otro lado no se agregd agente
permeabilizante, como fue descripto previamente en la seccidn metodologica. Los

resultados obtenidos se presentan en la Figura 4.6.
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Figura 4.6. Permeabilizacion de células conteniendo PAL.
Suspension celular: 5 mg/ml, sustrato: 1 mM de L-Phe en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5 y 5 mM
EDTA) y temperatura de reaccion: 35°C.

Letras distintas indican diferencia significativa segtin Test de Tukey (p<0,01).

A partir de los resultados obtenidos podemos ver que no hay diferencias

significativas entre las células liofilizadas de aquellas que han sido tratadas



126 | CAPITULO 4. RECUPERACION Y CARACT...

adicionalmente con CPC. Esto implicaria que el proceso de congelado y
liofilizacién sin crioproteccion produjo un dafio en la membrana plasmatica,
permeabilizandola, como lo indica la Figura 4.6. Para corroborar estos resultados
se trazaron los espectros de absorcion de las muestras analizadas a las 2 h y se

compararon con el espectro de la droga patrén de -CA.
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Figura 4.7. Espectrograma de #-CA formado.

Mezcla de reaccion con y sin CPC (izq), droga patrén (der).

En la Figura 4.7 podemos ver que el pico obtenido a las 2 h para ambos
tratamientos corresponderian al ~-CA formado. Ambos picos tienen un patréon
similar con un méximo a una longitud de onda alrededor de 270 nm. Se podria
concluir entonces que en principio se trata del mismo compuesto y por ende
mediante la medida de DOy se esta midiendo la concentracion de +-CA.

En conclusion, como ya se mencion6 anteriormente, el hecho de que se
pueda utilizar una técnica de conservacion como es la liofilizaciéon como técnica
de permeabilizacion evitaria la incorporacién de agentes quimicos exdgenos al
biocatalizador, los cuales pueden resultar perjudiciales para la salud de los

consumidores.
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4.4.1.2. Efecto de la concentracion celular en la
bioconversion

Un parametro muy importante en lo que respecta a la optimizacion de la
reaccion, es determinar el efecto de la concentracion celular sobre la
bioconversion. Para una concentracion fija de L-Phe (1 mM) se ensayaron
concentraciones crecientes de células cataliticas (2,5 a 10 mg de células secas/ml

de mezcla de reaccion).

(9]
o

0,8 -

0,6 -

t-CA (umol/ml)

0,4

0,2

0,0 1 T 7 T
2,5 5,0 7,5 10,0

Concentracion celular (mg/ml)

Figura 4.8. Efecto de la concentracion celular en la bioconversion.

Letras distintas indican diferencia significativa seglin Test de Tukey (p<0,01).

En la Figura 4.8 se puede observar, luego de 4 h de incubacién, un
incremento en la bioconversion con el aumento de la concentracion celular hasta 5
mg/ml. Mas alla de estas concentraciones no hay variacion significativa. También
podemos visualizar que se alcanza la méaxima conversion posible, ya que la
reaccion catalizada por PAL es mol a mol. Esto implica que a las 4 h de reaccion
se logré convertir casi la totalidad de L-Phe en 4cido #CA. Aun para la
concentracion mas baja (2,5 mg/ml) se logré obtener mas del 80% de conversion.
A partir de este ensayo no sélo se pudo determinar la concentracion celular mas
adecuada para la bioconversion (5 mg/ml) sino que se también se comprobd la
eficacia de las células cataliticas a bajas concentraciones celulares en la

bioconversion de L-Phe a +-CA.
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4.4.1.3. Cinética de bioconversion de L-Phe en #-CA

Como continuacion del ensayo anterior, se llevd a cabo la cinética de
bioconversion de L-Phe a -CA empleando células cataliticas libres conteniendo
PAL. Para ello se empled una concentracion celular de 5 mg/ml y soluciones de
concentracion creciente de L-Phe (1, 5 y 10 mM). Las cinéticas resultantes se

muestran a continuacién (Figura 4.9).

t-CA (umol/ml)

0 T T T T

50 100 150 200
Tiempo (min)
Figura 4.9. Cinética de bioconversion empleando células cataliticas.

Concentracion de L-Phe: 1 mM (@), 5mM (o) y 10 mM (V).

A partir de las cinéticas se pudo confirmar nuevamente la eficacia del
biocatalizador respecto a la bioconversion de L-Phe en -CA. Como se puede
apreciar en la Figura 4.9, una solucion 1 mM de L-Phe fue convertida totalmente
en #-CA luego de transcurridos 150 min. En el caso de concentraciones mayores
de L-Phe puede observarse que la conversion fue parcial, alrededor del 60% para
5 mM y ~45% para 10 mM. En estos casos la conversion total no pudo alcanzarse
debido a que la reaccion no transcurrio a velocidad méxima, como puede
apreciarse en la Figura 4.9. Esto implica que para concentraciones mayores de
sustrato se requerird ajustar la cantidad de biocatalizador para asegurar que la
reaccion transcurra a velocidad maxima de modo que se alcance la bioconversion

total en un tiempo razonable.
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4.4.1.4. Efecto de la temperatura en las células cataliticas
libres

En lo que respecta al efecto de la temperatura en la actividad de las células
cataliticas conteniendo PAL, se evalud la termoestabilidad y la temperatura
Optima.

Respecto a la termoestabilidad se sometié a una suspension celular de 10
mg/ml a tratamiento a diferentes temperaturas (20 a 70°C) por 10 min. Luego se
incubaron las mismas con 1 mM L-Phe a 35°C por 2 h. Luego de dicha incubacion

se determind el ~-CA formado.
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Figura 4.10. Efecto de la temperatura en la estabilidad de las células cataliticas.

Como puede verse en la Figura 4.10, las células cataliticas son estables
respecto a la temperatura hasta valores cercanos a los 60°C, inactivindose
completamente durante tratamiento térmico a 70°C por 10 min. Dicha
inactivacion es muy probable que se deba a la desnaturalizacion proteica de PAL
debido a la temperatura.

Por otro lado se determind el efecto de la temperatura sobre la reactividad
de PAL. Para ello se incub6d 10 mg/ml de células cataliticas con 1 mM L-Phe a
diferentes temperaturas (20 a 70°C) durante 2 h. La finalidad de este ensayo fue

determinar la temperatura Optima de trabajo para las células cataliticas.
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Figura 4.11. Temperatura 6ptima de las células cataliticas.

La Figura 4.11 nos muestra el perfil de temperatura y su efecto en la
formacion de producto. Se puede observar a simple vista que la temperatura
optima de las células cataliticas es cercana a los 50°C, donde el efecto de aumento
de la actividad respecto a la inactivacion se ve compensado. Luego, si
comparamos la formacion de -CA a 20°C y 50°C, se alcanza un incremento de
casi el 40% con el aumento de 30°C, lo cual es un incremento considerable
teniendo en cuenta que en 2 h a 48°C se podria alcanzar casi el 90% de conversion
total. Con estos resultados hemos demostrado que se puede lograr una mejora
considerable del sistema al utilizar temperaturas de reaccion cercanas a 50°C. Sin
embargo, es necesario tener en cuenta que se requiere un control estricto de la
temperatura a fines de evitar la inactivacion de la enzima, la cual comienza por
encima de los 50°C con una pendiente abrupta, inactivindose completamente a los

60°C.

4.4.1.5. Estabilidad durante el almacenamiento

La estabilidad de las células cataliticas durante el almacenamiento en
condiciones de refrigeracion se determind durante los dias subsiguientes a su
preparacion. Este estudio tiene como objetivo evaluar la cinética de pérdida de
actividad a 5°C para las células cataliticas. A partir de las muestras obtenidas cada
dia se obtuvo los valores de % relativo de Actividad PAL, de la siguiente manera

(Ecuacion 4.3):
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AE
Actividad PAL relativa (%) = ——— % 100 4.3)
A TOTAL

La cinética de detrimento de la actividad durante el almacenamiento a 5°C,

se grafica en la Figura 4.12.
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Figura 4.12. Cinética de pérdida de actividad durante el almacenamiento.
Suspension celular: 5 mg/ml, sustrato: 1 mM de L-Phe en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5 y 5 mM
EDTA), temperatura de reaccion: 35°C y tiempo de incubacion: 2 h.

Correlacion lineal: y=-1,8862 x + 99,539 (R* = 0,9825).

Luego de transcurridos los 5 dias de almacenamiento a temperatura de
refrigeracion, el 90% de la actividad enzimatica se conserva, lo cual es interesante
desde el punto de vista que se puede preparar un batch por semana de células sin
pérdida considerable de actividad. La cinética de pérdida de actividad presenta un
comportamiento lineal lo que implica que, de seguir dicho comportamiento en el
tiempo, se perderia totalmente la actividad enzimatica luego de 53 dias, lo cual es
demasiado tiempo para el almacenamiento de células, debido a la posibilidad de
contaminacion microbioldgica.

En definitiva, a partir de la caracterizacion completa de las células
cataliticas se puede concluir que el biocatalizador obtenido evidencia una serie de
ventajas respecto a su aplicacion:

e Presentan elevada actividad por mg de células por lo que se requiere poco

catalizador para alcanzar los objetivos deseados.
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e La cinética de biocatalisis es lo suficientemente elevada para alcanzar la
bioconversion completa de soluciones 1 mM de L-Phe a las 3 h de iniciado
el tratamiento.

e La pérdida de actividad por exposicion a temperatura elevadas es baja
hasta 50°C, de hecho es posible conseguir un efecto global positivo
cercano a estas temperaturas.

e Es un biocatalizador de facil preparacion y se puede mantener en heladera
durante 5 dias sin pérdida considerable de la actividad.

A pesar de las ventajas expuestas, y si bien se puede eliminar las células
por centrifugacion, no parece ser un método factible para su aplicacion industrial.
Para ello deberia considerarse una tecnologia de inmovilizacion eficiente y

economica.

4.4.2. Caracterizacion de PAL purificada

La enzima purificada ha sido ampliamente caracterizada a lo largo de estos
afios, ya que muchos trabajos estdn dirigidos a la purificacion y utilizacion de la
enzima para propositos de sintesis quimica o medicinal [38, 39, 41, 42]. Debido a
que el objetivo de este trabajo es buscar una alternativa econdémica para la
obtencion del biocatalizador la enzima pura servird Uinicamente con el propdsito
de contrastar la cinética y se empleara solamente si su utilizacion deriva en

mejoras sustanciales.

4.4.2.1. Actividad enzimatica de la enzima purificada
Ambas enzimas (purificada y parcialmente purificada) se comparan en

funcién de su actividad enzimatica volumétrica (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Actividad de PAL con diferente grado de pureza.
Identificacion AE (U/ml)
PAL purificada 20,6

PAL parcialmente purificada 2,8

Cuando comparamos las dos enzimas podemos ver que hay mucha

diferencia en actividad respecto una de la otra. Para lograr una purificacion total
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se requieren sucesivas etapas de purificacion y concentracion, lo cual resulta un
proceso tedioso y el costo del mismo es elevado. Si bien la enzima parcialmente
purificada permite incrementar la actividad respecto al cultivo inicial, no confiere
mejoras considerables. Debido a su relativamente baja actividad no seria
conveniente su inmovilizacidén, sino que deberia emplearse en solucion. Esta

alternativa se evaluard mas adelante (Ver capitulo 6).

4.4.2.2. Efecto de la concentracion del biocatalizador en v

Como ya se mencion6 previamente, la concentracion del biocatalizador es
un parametro que se desea optimizar, debido al costo de su obtencion,
especialmente en el caso de enzimas purificadas. Como resultado de ello, se
determinod la influencia de la concentracion del biocatalizador en la velocidad

inicial de reaccion (Ecuacion 3.18).
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Figura 4.13. Influencia de la concentracion de PAL en la velocidad inicial.
Sustrato: 2,5 mM de L-Phe en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5) y temperatura de reaccion: 30°C.
Correlacion: y=9.10™x (R* = 0,9823)

A partir de la Figura 4.13 podemos ver que el incremento en la
concentracion de PAL aumenta la velocidad de reaccion en forma lineal. Esto
implicaria que para lograr la bioconversion completa equivalente a 3 h (como en
el caso de las células cataliticas) de una solucidon 2,5 umoles de L-Phe se requiere

una v = 0,0138 umol/min de ~-CA. Si hipotéticamente la reaccion transcurriera a
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velocidad inicial, bastarian con 15 mU/ml de PAL, lo cual equivale a 36 ul de una
solucion 1/50 de PAL purificada. En conclusion, la enzima pura es una alternativa
a las células cataliticas debido a su elevada actividad. Sin embargo, para su
utilizacion se requiere obtener ventajas significativas de su inmovilizacion, ya que

debe ser reutilizarla reiteradamente para que el proceso sea rentable.

4.4.2.3. Caracterizacion cinética de la enzima pura

La finalidad de la caracterizacion de la cinética enzimatica es determinar
los parametros cinéticos propios de PAL pura. Para ello se determind la cinética a
diferentes concentraciones de sustrato y se grafico v en funciéon de dicha

concentracion (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Cinética de PAL pura.
PAL: 10,3 mU/ml y temperatura de reaccion: 30°C.

La cinética de PAL purificada resultd ser una tipica cinética del tipo de
Michaelis-Menten (Ver capitulo 2). Esto ya habia sido observado previamente por
otros investigadores [41, 43]. Respecto a la determinacién de los pardmetros
cinéticos (Ver capitulo 2), se llevo a cabo mediante linealizacién de Lineweaver-

Burk (Figura 4.15).
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Figura 4.15. Linealizacion de Lineweaver-Burk para PAL pura.

Correlacion: y=20,039x+88,821 (R2=0,9986)

De acuerdo a este modelo, los parametros cinéticos para la enzima pura

son:

1
Vmax = 70 = 8g 821

K,, = pendiente * v, = 20.039 * 0,011 = 0,23 mM (4.5)

= 0,011 mM /min (4.4)

Si se compara los valores de K, obtenidos para PAL purificada se
comparan con los valores bibliograficos: 0,29 mM [41] y 0,25 mM[43], podemos

ver que el valor obtenido a partir de esta enzima estd muy cercano a los mismos.

4.4.2.4. Temperatura optima de la enzima pura

Se determino la temperatura Optima para la enzima pura con la finalidad de
observar si tiene un comportamiento similar a la enzima recluida dentro de la
célula. Para ello se incubd la enzima con el sustrato a diferentes temperaturas (20

a 70°C) por 2 h. Los resultados obtenidos se muestran a continuacion:
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Figura 4.16. Temperatura 6ptima para PAL pura.
Sustrato: 1 mM de L-Phe en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 5 mM EDTA), PAL: 206 mU/ml y

tiempo de reaccion: 2 h.

Comparando la Figura 4.16 con la Figura 4.11 (correspondiente a la
temperatura Optima de las células cataliticas) se observan algunas diferencias. En
principio, la temperatura Optima para la enzima purificada se encuentra mas
cercana a los 40°C que a los 50°C. Tampoco se observa mucha diferencia entre
temperaturas de 20°C y 40°C, obteniendo <20% de incremento. Estas diferencias
sugieren que la enzima tiene un comportamiento diferente frente a la temperatura
si se encuentra libre o bien si se encuentra dentro de la célula. Probablemente en
el caso de la célula catalitica, al encontrarse la enzima dentro de su ambiente
fisioldgico, la misma se encuentre protegida de algunos factores externos como la
temperatura. La enzima pura, sin embargo, se encuentra mas expuesta a los

factores externos.

En conclusion, si debemos elegir una alternativa, a saber: célula catalitica
y enzima purificada, podemos hallar ventajas y desventajas de cada una de ellas.
Sin embargo, desde el punto de vista estrictamente econdmico pareceria que la
célula catalitica es la mejor opcion. Sin embargo, la eleccion final dependera del
comportamiento de los biocatalizadores en sistemas inmovilizados tipicamente

empleados para cada caso (Ver Capitulo 5).
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Capitulo 5

Inmovilizacion y caracterizacion
del biocatalizador

5.1. Objetivos

Los objetivos del presente capitulo son:
e Describir la metodologia de inmovilizacion de las células cataliticas.
e (aracterizar el biocatalizador inmovilizado obtenido.

e Contrastar el desempeiio del biocatalizador con PAL pura inmovilizada.

5.2. Fundamentos

5.2.1. Biocatalizadores inmovilizados

Como ya se menciond en el Capitulo 2, la utilizacién de enzimas en la
industria ha proporcionado claras ventajas en comparacion con los catalizadores
quimicos, entre ellas alta especificidad, elevada actividad y gran efectividad a
presion y temperatura ambiente. A pesar de ello, el empleo de muchas enzimas en
la industria se ve limitado como consecuencia de su labilidad en las condiciones
normales de trabajo. Por otra parte, debido a que son hidrosolubles, es dificil
recuperarlas de la mezcla de reaccion para utilizarla en un sucesivo proceso, al
igual que separarlas de los productos de reaccién. Con el advenimiento de la
inmovilizacion de las enzimas, se han podido superar estos ultimos
inconvenientes, permitiendo que el proceso biotecnologico sea econdmicamente
rentable [117].

De acuerdo a la European Federation of Biotechnology (1983), se definen
los biocatalizadores inmovilizados como: “enzimas, células u organelas (o
combinacion de ellos) confinados o localizados en una region definida del
espacio, con retencion de su actividad catalitica y, si es necesario, de su

viabilidad, y que pueden ser usados de modo repetido y continuo” [11].

139
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El término “confinado y localizado” implica el uso de una fase insoluble y
macroscopica que sea cataliticamente activa y la cual se encuentre dispersa en un
medio liquido, libre del catalizador. El transporte de reactivo hacia y desde el
biocatalizador esta gobernado por difusion, produciéndose gradientes y haciendo
que la concentracion varie en el seno del liquido y dentro del catalizador.

Por otro lado, el término “retencion de la actividad catalitica” implica que
la metodologia de inmovilizacion debe asegurar al menos el 25% de la actividad
original del biocatalizador.

Finalmente, cuando hace mencion al “uso repetido y continuo” se refiere a
que el biocatalizador debe poder separarse facilmente del seno de la solucion para

poder reutilizarlo.

5.2.2. Ventajas y desventajas de la inmovilizacion

de enzimas

El uso de biocatalizadores inmovilizados en la industria de bioprocesos
confiere una serie de ventajas respecto al uso del biocatalizador libre [17, 22]. Las
mismas se anuncian a continuacion:

e Reutilizacion del biocatalizador: una de las ventajas mas importantes de
los biocatalizadores inmovilizados es la posibilidad de usarlo
reiteradamente. Esta propiedad se debe a que el aislamiento del
biocatalizador en general es muy sencillo, en contraste con el
biocatalizador libre. Esto se ve reflejado en un incrementando de la
productividad por unidad de enzima. Dicha productividad es un requisito
esencial para el biocatalizador inmovilizado, ya que de ello depende la
rentabilidad del proceso.

e Mayor control sobre la reaccion: esta caracteristica es importante cuando
se debe detener la reaccion por algin motivo en particular. Cuando el
biocatalizador se encuentra libre en solucidén, la Unica forma de detener
una reaccion es inactivando la enzima, mientras que el biocatalizador
inmovilizado es facilmente removible de la mezcla de reaccion.

e Adaptacion a procesos continuos: los biocatalizadores inmovilizados
pueden ser empleados en procesos continuos, por ejemplo en lechos

estaticos en una columna o bien lechos fluidizados. Esto permite poder
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automatizar el proceso con la consiguiente reduccion de los costos
laborales.

e Menor contaminacion de los productos: mediante el uso de
biocatalizadores inmovilizados, la recuperacion de los productos de
reaccion o del sustrato modificado, resulta mas sencilla. Esto evita la
contaminacion de ambas especies con el catalizador, y por ende, las etapas
de downstream necesarias para la purificacion del producto.

e Estabilizacion del biocatalizador: el soporte de inmovilizacion puede
proveer un ambiente favorable que protege la enzima de las condiciones de
reaccion, brindandole estabilidad y aumentando, de este modo, la vida util
de la misma.

Por otro lado, la utilizaciéon de enzimas tiene una serie de desventajas,
entre ellas:

e Pérdida de actividad durante la inmovilizacion: es posible que parte de la
actividad del biocatalizador se pierda durante la inmovilizacién. Esto
dependera en gran medida del método escogido para llevarla a cabo. Por
un lado, las condiciones de inmovilizacion pueden ser perjudiciales para el
biocatalizador. Por otra parte, algunos métodos de inmovilizacién pueden
modificar la conformacién de la estructura nativa de las enzimas, pudiendo
reducir considerablemente su actividad.

e Heterogeneidad del sistema enzima-soporte: puede ocurrir que la cantidad
de enzima unida a un soporte difiera y con ello se pueden producir
variaciones entre batch y batch.

e Barrera difusional: la inmovilizacion generalmente adiciona una barrera al
libre flujo de sustratos y productos, lo cual traduce en gradientes de
concentracion a través del soporte, limitando en gran medida la velocidad
de reaccion.

e Incremento del costo de produccion del biocatalizador: la incorporacion de
la inmovilizaciéon en la produccion del biocatalizador implica, un costo
adicional. Como consecuencia, el catalizador inmovilizado siempre sera
mas caro que el biocatalizador libre. Sin embargo, la rentabilidad del
proceso se puede incrementar mediante las ventajas del uso de

biocatalizadores inmovilizados, por las razones anteriormente descriptas.
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5.2.3. Métodos de inmovilizacion
En general, los métodos de inmovilizacién se pueden clasificar en dos
grandes categorias [8]:

e Mc¢étodos de retencion fisica: En éstos, la enzima queda retenida
fisicamente en el soporte o carrier. Los métodos fisicos se pueden
clasificar en: Atrapamiento y Retencién en membranas (Figura 5.1).

e M:¢étodos de unidon quimica: El biocatalizador se mantiene unido al carrier,
mediante enlaces quimicos. Los métodos quimicos se pueden clasificar en

Enlaces covalentes, Adsorcion y Entrecruzamiento (Figura 5.1).

Inmovilizacion
1
1 1
Retencidn fisica Unidén quimica
— Atrapamiento —  Covalente

Inclusion en .,
s — Adsorcion
membranas

— Entrecruzamiento

Figura 5.1. Métodos de inmovilizacion de biocatalizadores.

Cada uno de los métodos de inmovilizacion se describe brevemente a
continuacion [8, 14, 117]:

e Atrapamiento: Este método consiste en la retencion fisica de la enzima en
las en las cavidades internas de una matriz s6lida porosa. Entre los
polimeros mas empleados se encuentran poliacrilamida, colageno,
alginato, carraginato, etc. La metodologia se basa en la adicion de la
enzima a la solucion del mondmero, el cual luego se polimeriza por
variaciones en la temperatura o bien por el agregado de un reactivo

quimico. El atrapamiento puede llevarse a cabo en geles, donde la enzima



CAPITULO 5. INMOVILIZACION Y CARACT... |143

queda retenida en el interior del gel, o bien en fibras, donde la enzima
queda ocluida a las microcavidades de dicha fibra. Algunas ventajas de
este método es que no altera la estructura de la enzima, requiere poca carga
enzimatica por unidad funcional y en general es de facil preparacion. Sin
embargo, es necesario controlar las condiciones de polimerizacion y
comprobar que no haya interaccién quimicas con los soportes, ya que
dichas interacciones pueden alterar la estructura y funcionalidad de la
enzima.

Inclusion en membranas: En este método las enzimas se incluyen dentro
de membranas semipermeables que permiten el paso de moléculas de
sustratos y producto, pero retienen a la enzima. Un tipo especifico de
inclusion en membrana es la microencapsulacion, la cual se logra mediante
polimerizacion sobre la superficie de la enzima dentro de un solvente
compuesto por solventes organicos y agentes surfactantes. Se trata de un
método sencillo, que no alterna la estructura y funcionalidad de la
proteina, ya que la misma se encuentra libre dentro de la membrana.
Ademas, puede adaptarse a sistemas continuos de produccion a gran
escala. En contraposicion, debido a que las enzimas se encuentran mas
expuestas, pueden sufrir pérdida de actividad mas facilmente que en otros
sistemas. Finalmente, dependiendo de las caracteristicas de la membrana,
pueden incorporar una resistencia considerable a la difusion de sustrato y
producto a través de ella.

Enlace covalente a matrices solubles: Este método se basa en la activacion
de grupos quimicos del soporte, para que reaccionen con los nucleofilos de
la proteina. Los aminoacidos cuyos residuos reaccionan mas
frecuentemente con el soporte son: lisina, cisteina, tirosina e histidina.
Algunos de los soportes mas empleados son los polimeros de acrilamida,
polimeros basados en el estireno, polimeros metacrilicos, etc. Se trata de
una tecnologia flexible, que confiere elevada estabilidad a la enzima antes
condiciones desfavorables del entorno. Sin embargo, el rendimiento de
inmovilizacion es bajo y la cinética de la enzima puede ser alterada.
Adsorcion sobre matrices insolubles: La enzima se une al soporte mediante
interacciones i6nicas, de Van der Walls y puentes de hidrégeno,

dependiendo de la naturaleza del carrier. Algunos factores que influyen en



144 | CAPITULO 5. INMOVILIZACION Y CARACT...

la adsorcién de la enzima son: el pH del medio, la fuerza idnica, el
didmetro de poro, la carga enzimatica, etc. Algunos carriers empleados son
la alimina, carbonato de calcio, carbon, celulosas, colagenos, tierra de
diatomea, piedras de vidrio, etc. La adsorcién, como método de
inmovilizacion, tiene la ventaja de ser facil de preparar, tiene un bajo
costo, y no produce cambios de especificidad enzimatica. En
contraposicion, son poco estables mecanicamente y la union al soporte es
débil, pudiendo perder facilmente la carga enzimatica.

Entrecruzamiento: Esta metodologia emplea reactivos bifuncionales de
bajo peso molecular, los cuales se unen a la enzima mediante uniones
intermoleculares. Un ejemplo de reactivo bifuncional es el glutaraldehido.
El entrecruzamiento entre la enzima y los compuestos bifuncionales
producen derivados insolubles, con lo cual no se requiere de un carrier
para que contenga la enzima. Este método puede llevarse a cabo en la
superficie de la enzima soluble (CLE), sobre la enzima cristalizada
(CLEC), o bien sobre agregados de la enzima (CLEA). Este sistema tiene
la ventaja de que, al no requerir de un carrier, la actividad especifica del
catalizador es elevada. También son resistentes a incrementos de pH y
temperatura.

La eleccion de los métodos de inmovilizacion a emplear dependera en gran

medida del proposito de la bioproceso. Por ende, debe considerarse el tipo de

biocatalizador, el tipo de reaccion y los biorreactores empleados para su

aplicacion [11].

Los soportes o carriers de inmovilizacion, a su vez, deben cumplir una

serie de requisitos, entre ellos:

Contener grupos funcionales adecuados para inmovilizar el biocatalizador.
Resistencia mecanica.

Estabilidad fisica, quimica y bioldgica.

No toxicos.

Versétiles para su uso en diferentes biorreactores.

Elevada disponibilidad en el mercado.

Economicos, etc.
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5.2.4. Tipos de biorreactores para biocatalizadores
inmovilizados

Existen diversos tipos de biorreactores empleados para la utilizacion del
biocatalizador inmovilizado (Figura 5.2). Mas alla de los aspectos constructivos,
existen dos formas de operacion: continua y discontinua o batch. En los
biorreactores operados de forma continua existe un flujo constante de entrada de
sustrato, asi como también un flujo constante de salida de producto. De esta
forma, en el interior del biorreactor se llega a un estado estacionario donde la
concentracion en el interior del seno del liquido es igual a la que sale del
biorreactor. Por otro lado, en los biorreactores que trabajan en forma discontinua o
por batch, se introduce el sustrato en el biorreactor junto con el catalizador y la
reaccion sigue su curso hasta que finaliza la conversion. Recién entonces se

descarga el biorreactor y se obtiene el producto de interés.

2) Tanque agitado ¥ 3) Lecho Muidizada y
1) Tanque agitada alimentacitn continua alimentacidn continua
S TP i
o o o o ——= Producto ..'.'.'."".-" = DPeoducto
onoo
crotel
a Q
ol Sustrats ——pe (P Sustrato -
4) Lecho empaquetado ¥ 5) Lecho empaquetado, en
alimentacién continua continua ¥ con reciclada
Producto Producto &) Tanque agitade, alimentaciin continua

&

y recuperaciin por ultrafiltracidn

Sustrato

Sustrato Sustrato

Figura 5.2. Tipos de biorreactores para biocatalizadores inmovilizado [117].

Los tanques agitados son la configuracion mas simple de biorreactor. Los
mismos constan de un recipiente con agitacion, en el cual se incorpora el
biocatalizador inmovilizado y el sustrato. Pueden operar tanto de forma continua

como discontinua. Otra configuracion de biorreactor muy empleada es la
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columna. Esta generalmente se emplea en forma continua y puede tener diferentes
configuraciones. Por un lado hay columnas de lecho empaquetado, donde el
biocatalizador inmovilizado se empaca en la columna y la solucion de sustrato
para a través de ella, produciéndose la bioconversion. Este tipo de reaccion puede
tener o no recirculaciéon de producto. Una variante de este sistema es el lecho
fluidizado, donde el biocatalizador en vez de encontrarse empaquetado, tiene
libertad de movimiento. En éste tltimo, la solucion pasa a través de la columna, a
un fluyjo mayor a la velocidad minima de fluidizacion. Cada uno de estos

biorreactores puede tener diferentes variantes de acuerdo a su aplicacion.

5.2.5. Efectos de la inmovilizacion sobre el

biocatalizador

El proceso de inmovilizacion puede afectar de diferente manera al
biocatalizador. Dichos efectos deben tenerse en cuenta a la hora de elegir un
método de inmovilizacion y una forma de operacion. Los efectos mas relevantes
se resumen a continuacion [14, 117]:

e Efecto en la estabilidad: se ha observado muchas veces un incremento en
la estabilidad del biocatalizador una vez inmovilizado. Esto puede deberse
en principio a la estabilizacion de la conformacion de la enzima por
uniones puntuales con el soporte. Como consecuencia de estas uniones, la
estructura terciaria de la enzima se vuelve mas rigida y resistentes a la
desnaturalizacion por temperatura o agentes quimicos. Otra causa de
estabilizacion puede ser la proteccion que confiere el soporte frente al
accionar de proteasas, ya que la union de las proteasas con el soporte
disminuye su capacidad de proteolisis. Finalmente, debido a la retencion
de la enzima en el soporte, la capacidad de agregacion se pierde, lo cual a
su vez también le confiere estabilidad.

e Efectos sobre la actividad enzimdtica: como consecuencia del proceso de
inmovilizacion puede perderse parte o totalidad de la enzima. Esto puede
deberse a varios factores, aqui se mencionaran s6lo algunos de ellos. Por
un lado, puede existir un problema de impedimento estérico que impide
que el sustrato llegue al centro activo de la enzima. Adicionalmente es

posible que algunos grupos reactivos del soporte reaccionen con un
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aminodcido que forme parte del sitio activo de la enzima, en cuyo caso la
reaccion se verd parcial o completamente impedida. Otra posible causa
puede ser la metodologia de inmovilizacion, la cual puede ocasionar un
cambio en la estructura nativa de la enzima, lo que deriva en la pérdida de
su funcionalidad. Finalmente, las condiciones del entorno durante la
inmovilizacion, o bien, durante la reaccion pueden provocar la
desnaturalizacién proteica, en cuyo caso la enzima perdera totalmente su
actividad.

Efectos difusionales: como resultado de la inmovilizacién es comun que se
evidencien problemas difusionales que afecten la velocidad de reaccion, ya
sea por la resistencia a la entrada del sustrato o bien por la resistencia a la
salida del producto. Por un lado, tenemos resistencias externas, las cuales
son independiente del soporte. Dentro de las resistencias externas se
encuentra la resistencia a la transferencia de masa desde el seno del liquido
hasta la particula. En las proximidades de la particula hay una resistencia
externa adicional, la cual esta constituida por una pelicula liquida
estacionaria denominada capa de Nernst. En general, las concentraciones
en la capa de Nernst son menores que en el seno del liquido. Por otro lado,
las resistencias difusionales internas se deben exclusivamente a la
naturaleza del soporte y, de ello dependera, la facilidad con la que el
sustrato llegue al centro de la particula (Figura 5.2). Las barreras
difusionales, tanto internas como externas, pueden sortearse por ejemplo,
disminuyendo el tamafio del biocatalizador, incrementando la agitacion,

aumentando la concentracion de sustrato en el seno del liquido, etc.

Seno del iquido e
rd

Enzima inmovilizada

Figura 5.3. Barreras difusionales del biocatalizador inmovilizado [14].
(1) Resistencia externa en el seno del liquido, (2) Resistencia externa en la

pelicula estanca y (3) Resistencia interna del soporte.
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5.2.6. Antecedentes de inmovilizacion de PAL

Existen varios tipos de inmovilizacion aplicables a PAL; sin embargo, para
evitar cambios conformacionales de la enzima que puedan ocasionar pérdida de
actividad, se emplearan métodos fisicos de inmovilizacion.

Para las células cataliticas se optd como método de inmovilizacién el
atrapamiento en matrices poliméricas, donde la enzima es confinada dentro de las
cavidades inertes de una matriz suficientemente compacta para retener las células
en su interior. Una de las matrices poliméricas mas empleadas para estos fines son
los geles de alginato de calcio (Alg-Ca). Este tipo de gel se ha utilizado tanto en la
inmovilizaciéon de células cataliticas, como en la inmovilizacion de enzimas puras.
Los geles de alginato de calcio se forman a partir de la gelificacion de soluciones
de alginato de sodio, en presencia de calcio, en un proceso que se denomina
gelificacion ionotropica. Estos geles presentan muchas ventajas para su
aplicacion, entre ellas:

e Tienen elevada resistencia mecénica, con lo cual pueden adaptarse a
variados disefios de biorreactores.

e Tienen versatilidad de modo que pueden adquirir diversas formas y
tamanos.

e Pueden contener elevada carga enzimatica.

e Su preparacién es simple y puede llevarse a cabo en condiciones suaves de
operacion.

e Son empleados en la industria alimenticia y farmacéutica, con lo cual
tienen elevada disponibilidad en el mercado.

e Esecondmico.

e No es toxico.

e Est4 habilitado su uso en alimentos por el Codigo alimentario Argentino

(CAA) [11].

e Etc.

La inmovilizacion por atrapamiento en geles de Alg-Ca fue previamente
empleada para células cataliticas conteniendo PAL, con diferentes propositos.
Algunos antecedentes incluyen la sintesis de L-Fenilalanina metil éster [42], la
producciéon de L-Phe a partir de +~CA [118] y la terapia oral alternativa para

pacientes con PKU [119]. Sin embargo, la mayoria de los estudios reportados se



CANTULOS.INMOVHJZACK»WYCARACTW|149

enfocan en la preparacion y estabilizacion de las células inmovilizadas de acuerdo
con el propdsito de uso, mientras que hay poco reportado sobre su caracterizacion
y el empleo para fines especificos como el nuestro.

Con el proposito de contrastar el biocatalizador obtenido, se inmovilizara
la enzima purificada por inclusion en membranas. Como ya se explicd
anteriormente, en esta metodologia la enzima es confinada dentro de una
membrana semipermeable que permite el pasaje de sustrato y producto a través de
ella. Esta metodologia es el punto de partida para el disefio de reactores de fibra
hueca.

Los reactores de fibra hueca se han empleado previamente con PAL
inmovilizada para la reducciéon de L-Phe en sangre extracorporalmente, como
terapia alternativa para pacientes con PKU [120, 121, 122]. Sin embargo, estos
estudios tuvieron algunos inconvenientes, principalmente por la corta vida 1til de
PAL, por la presencia de respuestas inmunologicas en los pacientes y la
impracticidad de su empleo, en especial en pacientes de corta edad, ya que se trata

de un método muy invasivo [76].
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5.3. Metodologia

5.3.1. Inmovilizacion de células cataliticas

Las células cataliticas, cuya obtencion y caracterizacion se describen en el
Capitulo 4 de la presente tesis, fueron inmovilizadas por atrapamiento en geles de
alginato de calcio (Alg-Ca).

Previo a la inmovilizacidn, las células cataliticas a emplear se suspenden
en buffer Tris-HCI1 (0,1 M, pH=8.,5) al cual se le adicion6 5 mM EDTA y se
incubaron en condiciones de refrigeracion a 5°C por 4 h. La finalidad de este
tratamiento es inhibir las metaloproteasas que pudieran estar presentes en la
suspension celular, previo a la inmovilizacién. Transcurrido dicho tiempo, la
suspension fue centrifugada a 8800 rpm por 10 min. Finalmente, las células
cataliticas se resuspendieron en buffer Tris-HCI1 (0,1 M, pH=8,5, | mM EDTA)
hasta alcanzar una concentracion celular de 400 mg/ml.

Para la inmovilizaciéon se emplearon dos alginatos marca Wako Pure
Chemicals Co. de diferente viscosidad (80 a 120 cP y 300 a 400 cP). Ambos se
prepararon en una concentracion de 2% p/v en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 1
mM EDTA) y se mantuvieron en agitacion hasta completa disolucion, bajo
condiciones de refrigeracion.

La suspension celular se mezcla luego con el Alg-Na en proporcion 1/4,
alcanzando una concentracion celular final de 100 mg/ml. El sistema de

inmovilizacién empleado se presenta en la Figura 5.4.

Figura 5.4. Sistema de inmovilizacion de células cataliticas.
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El sistema consta de una bomba peristaltica (Perista, Atto, Tokyo) que
impulsa la mezcla de alginato y células con un flujo de 230 pL/min y las impulsa
a caer en forma de pequefias gotas sobre una solucion de CaCl, al 5% p/v, la cual
se agita con ayuda de un agitador magnético. Todas las etapas anteriores se llevan
a cabo a temperaturas de refrigeracion. La formacion del gel comienza desde el
momento en que las gotas de alginato de sodio hacen contacto con la solucién de
calcio. Luego de finalizada la inmovilizacién, las esferas de Alg-Ca se
mantuvieron en la solucién de CaCl, por el término de 2 h para consolidar el gel.

Finalmente, las esferas de Alg-Ca obtenidas (Figura 5.5), se filtraron con
tela, se lavaron con agua destilada hasta eliminar los restos de Ca, y se colocaron
en solucion fresca de buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 1 mM EDTA),

manteniéndose luego refrigeradas a menos de 4°C.

Figura 5.5. Células cataliticas inmovilizadas en Alg-Ca

Para la estandarizacion de la muestra, se determiné el diametro medio de
las esferas empleando un calibre electronico y se pesaron en balanza analitica para

determinar el peso medio de las esferas.
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Adicionalmente se determiné la actividad de las esferas de Alg-Ca de
ambas viscosidades y se compararon con la actividad de las células cataliticas de
las cuales partieron. Para ello se incubaron los biocatalizadores inmovilizados y
las células cataliticas a con una solucién de L-Phe 1 mM en buffer Tris (0,1 M,
pH=8,5, 1 mM EDTA). Una vez finalizada la incubacion se detiene la reaccion de
dos maneras: en el caso de las células cataliticas por inactivacion a 80°C por 5
min y en el caso del biocatalizador inmovilizado extrayendo el sobrenadante con
una pipeta Pasteur. La actividad se determind espectrofotométricamente por
medida del #~-CA formado a 290 nm.

De este modo se pudo calcular la actividad relativa PAL retenida de la
siguiente manera:

E;

Actividad relativa PAL (%) =
AE,

100 (5.1)

Donde AE; es la actividad de las células cataliticas inmovilizadas, mientras

que AE, es la actividad de las células cataliticas libres.

5.3.2. Caracterizacion de las células cataliticas
inmovilizadas

5.3.2.1. Efecto de la concentracion de biocatalizador

Como primer paso en la caracterizacion, se determin6 la concentracion del
biocatalizador. Si bien el biocatalizador inmovilizado se agrega en cantidades
discretas (esferas de alginato de calcio), se puede determinar el nimero o peso de
esferas equivalentes a una determinada concentracion celular ya que se conoce la
concentracion celular en la mezcla de alginato y el peso medio de las esferas.

En consecuencia, se incub6 una solucion 1 mM de L-Phe en Tris-HCI (0,1
M, pH=8,5, 1 mM EDTA) con cantidades de biocatalizador inmovilizado (80-120
cP) correspondientes a concentraciones celulares crecientes (5 a 20 mg/ml). En
todos los casos se agregaron blancos de reaccion con el sustrato inicamente y con
el biocatalizador unicamente. La reaccion se llevo a cabo en un bafio termostatico
a 35°C durante 1 h. Una vez finalizada la incubacion se recuperd el sobrenadante

con ayuda de una pipeta Pasteur y se determina el ~-CA formado por medida de la

DO a 290 nm.
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5.3.2.2. Cinética del biocatalizador inmovilizado

Una vez determinada la concentracion Optima del biocatalizador
inmovilizado, se llevd a cabo la cinética de reaccion para diferentes
concentraciones de L-Phe.

Para ello, se incubaron tres concentraciones de L-Phe (1, 5 y 10 mM) en
buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 1 mM EDTA) con el equivalente a 10 mg/ml de
células inmovilizadas (80-120 cP). Las muestras se incubaron a 35°C y se
tomaron muestras cada 1 h para trazar la cinética de reaccion. El +-CA formado a
partir de la bioconversion de L-Phe, se determin6 espectrofotométricamente a 290
nm.

En paralelo, se llevdo a cabo la reaccion en un biorreactor alternativo
(Figura 5.6). El sistema consta de una columna de (17 mm X% 120 mm), donde se
colocd el biocatalizador inmovilizado a razén de 10 mg/ml de concentracion
celular equivalente. Luego, una solucion de 1 mM de L-Phe en buffer Tris-HCI
(0,1 M, pH=8,5, 1 mM EDTA) se hizo recircular mediante una bomba peristaltica
a través de la columna a una velocidad de flujo de 1 ml/min. La columna se
termostatizé a 35°C y se tomd muestras a las 2, 4 y 6 h de iniciada la reaccion.
Las muestras se analizaron midiendo la DOjy9 y con ello se determin6 el -CA

formado.

Figura 5.6. Utilizacion de columna con recirculacion para células inmovilizadas.
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5.3.2.3. Efecto de la temperatura en las células
inmovilizadas

Las células cataliticas inmovilizadas, al igual que las células libres en
solucion, se caracterizaron con respecto al efecto que tiene la temperatura en la
actividad PAL. Como ya se explicé en el Capitulo 4, la temperatura afecta de dos
maneras al biocatalizador: en su estabilidad y en su reactividad. A continuacion se
analizaran ambos efectos para las células cataliticas inmovilizadas.

En lo que respecta a la termoestabilidad del biocatalizador inmovilizado,
se suspendi6 una cantidad de biocatalizador equivalente a 10 mg/ml de células en
un tubo de ensayo conteniendo buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, | mM EDTA) y
se incubd a diferentes temperaturas (20-70°C) por el término de 10 min, bajo
agitacion constante. Una vez finalizado el periodo de incubacion, los tubos se
sumergieron instantdneamente en un bafo de agua-hielo. Las esferas asi tratadas
se incubaron luego con ImM de L-Phe en Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 1 mM
EDTA) a 35°C por el transcurso de 2 h, en un shaker termostatizado a 80 rpm.
Transcurrido este tiempo, se determiné la formacion de #-CA en el sobrenadante
mediante la medida de DOyq.

Por otro lado, la temperatura Optima de reaccion para ambos
biocatalizadores inmovilizados (80-120 cP y 300-400 cP) se determin6 mediante
la incubacion de 1mM de L-Phe en buffer Tris-HCI1 (0,1 M, pH=8,5, | mM
EDTA) con una concentracion equivalente a 10 mg/ml de esferas de Alg-Ca, a
diferentes temperaturas (20 a 70°C) por el transcurso de 2 h (Figura 5.7). Al
finalizar el tiempo de incubacion se determind el #-CA formado en el

sobrenadante por el método descripto anteriormente.

Figura 5.7. Ensayo de temperatura Optima para el biocatalizador inmovilizado.
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5.3.2.4. Reutilizacion de las células cataliticas
inmovilizadas

Finalmente, un requisito esencial para un biocatalizador inmovilizado, es
poder reutilizarse en procesos consecutivos.

La capacidad de reutilizacion del biocatalizador se determiné incubando 1
mM de L-Phe en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 1 mM EDTA) con una cantidad
de biocatalizador inmovilizado equivalente a 10 mg/ml, a 35°C en shaker a 80
rpm. Transcurridas 2 h de tratamiento, se removid la mezcla de reaccion con
ayuda de una pipeta Pasteur y se colocd solucion fresca con la misma
concentracion de sustrato por 2 h mas. El mismo procedimiento se repitid
reiteradamente con las mismas esferas de Alg-Ca . Las muestras obtenidas se
analizaron midiendo espectrofotométricamente el #~-CA formado a 290 nm. La
actividad especifica relativa (%) se calculd6 mediante la Ecuacién 4.3 (Ver
Capitulo 4).

Por otro lado, ademas de medir la actividad de las muestras, se determiné
visualmente la integridad del biocatalizador inmovilizado luego de los sucesivos

usos y se confirmd su textura.

5.3.4. Conservacion de las células cataliticas

inmovilizadas

Unos de los desafios de los métodos de inmovilizacion es el
mantenimiento adecuado del biocatalizador inmovilizado para que pueda
conservarse en el tiempo, sin pérdida considerable de su actividad enzimatica. En
el caso de las esferas de Alg-Ca esto resulta ser un desafio, ya que la forma mas
comun de almacenaje es en condiciones de refrigeracion, donde las reacciones de
deterioro, incluyendo el deterioro microbiano, ocurren a muy baja velocidad.

En vista de este desafio, se disefid una técnica simple de conservacion.
Esta se baso en la colocacion de las esferas de Alg-Ca (300-400 cP) conteniendo
las células cataliticas en placas de Petri con un papel de filtro en el fondo de la
placa. Las esferas se dispusieron separadas una de las otras y se llevaron a cuarto
estufa, donde se dejaron incubar a 25°C hasta que no se observo disminucion del
tamafio. En ese momento las placas se cerraron con parafilm y no se abrieron

hasta su utilizacion. La humedad final de las esferas deshidratadas se determind
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mediante peso seco. Para ello previamente se secaron en estufas los pesafiltros
hasta peso constante. Seguidamente se colocd un peso definido de bolitas en todos
los frascos y se los seco a 100°C hasta peso constante. A partir del peso seco mg,
la humedad en base humeda del biocatalizador se calculd de la siguiente manera:
Hyp (%) = _Mw * 100 (5.2)
m,, + mg

Donde Hyy es la humedad en base humeda y my, es la masa de agua.

Para comprobar la eficiencia del método, las esferas de Alg-Ca
deshidratadas se rehidrataron a temperatura ambiente hasta recuperar su tamafno
original y se les determiné la actividad PAL. Luego, se contrastd dicha actividad
con la obtenida a partir células inmovilizadas del mismo batch que nunca fueron
deshidratadas y con células inmovilizadas frescas. Para ello, se incubaron los
biocatalizadores a una concentracion equivalente a 7 mg/ml de células cataliticas,
con una soluciéon de L-Phe de 1 mM en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 1 mM
EDTA) a 50°C por 2 h. Finalmente se repiti6 el procedimiento anteriormente
descripto con las esferas de Alg-Ca deshidratadas y almacenadas durante 2 afios a
temperatura ambiente, para determinar si la metodologia fue eficiente en la

conservacion del biocatalizador.

5.3.5 Inmovilizacion de PAL pura por inclusion en

membrana

Ya se ha hecho énfasis anteriormente en la necesidad de la obtencion de un
biocatalizador de bajo costo, teniendo presente los fines especificos de este
trabajo. Si bien la metodologia de recuperacion y permeabilizacion de células
resulté muy prometedora, dependera del soporte elegido para la inmovilizacion, la
eficiencia global del proceso.

Para contrastar la metodologia descripta hasta el momento, la enzima pura
obtenida a partir del protocolo del Prof. Adachi (Ver Capitulo 4), se inmoviliz6
por inclusion en membrana.

Previo a la inmovilizacion, PAL pura liofilizada se reconstituy6 en buffer
Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 1 mM EDTA), a razén de 128 mg/ml. Luego, la enzima
fue inmovilizada en tubos de dialisis constituidos por membranas de celulosa

(Viskase Corp., UC 8-32-25) con un espesor de 0,0508 mm. La enzima incluida
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dentro de la membrana semipermeable se mantuvo en condiciones de

refrigeracion en buffer hasta su utilizacion.

5.3.6. Utilizacion de PAL pura inmovilizada

En esta seccion se llevara a cabo la biotransformacion de PAL
inmovilizada en un biorreactor de columna con recirculaciéon y en un tanque
agitado, a fin de poder contrastarla con la metodologia propuesta al inicio de este

capitulo.

5.3.6.1. Bioconversion en columna con recirculacion

Para llevar a cabo el proceso, la membrana conteniendo la enzima pura fue
colocada en un reactor columna (17 mm X 120 mm) con una solucion de 1 mM de
L-Phe en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 5 mM 2NaEDTA). Se emplearon para
este fin 100 pl de la enzima pura (2 U totales). La solucion conteniendo el sustrato
(30 ml) fue recirculada mediante una bomba peristaltica (Perista, Atto, Tokyo)
con un flyjo de 1,3 ml/min (Figura 5.8).

La reaccion se siguié espectrofotométricamente (DOgg) y se correlaciono
la cinética de produccion de -CA con la reduccion del contenido de L-Phe, ya que

la reaccion es mol a mol.

Figura 5.8. PAL pura inmovilizada en columna con recirculacion.
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5.3.6.2. Bioconversion en tanque agitado

Para la bioconversion en tanque agitado, la enzima pura inmovilizada en
membrana fue colocada en un recipiente (50-100 ml de capacidad) con agitacion
magnética en contacto con la mezcla de reaccion.

Para este sistema se estudiaron dos variables. Por un lado, se evaluo la
influencia del espesor de la membrana, el cual podria tener influencia en la
velocidad de difusion. Para ello, se emplearon dos membranas con diferente
espesor: UC 8-32-25 (0,0508 mm de espesor) y UC 20-32-100 (0,0203 mm de
espesor). Luego, un volumen de 100 pL (2U totales) de PAL fue incluido en cada
membrana y se colocaron en 10 mL de mezcla de reaccion consistente en una
solucion de 0,1 mM L-Phe en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 5 mM EDTA). La
biotransformacion se llevo a cabo a 30°C y se tomo muestra cada 20 min para
registrar la cinética. La cuantificacion del +~-CA formado se llevéd a cabo mediante
la determinacion de DO a 290 nm. Debido a que la -CA tiene una relacién mol a
mol con la L-Phe, se puede trazar la cinética de eliminacioén de L-Phe.

Otra variable estudiada en este sistema fue la cantidad de enzima
inmovilizada en la membrana. Con esto se desea determinar si se puede hallar una
mejora del proceso mediante el aumento de la cantidad de biocatalizador. Con este
fin se colocaron volimenes de PAL diferentes para alcanzar concentraciones
dentro de la membrana expresadas en actividad total de 2 U y 6 U. Las
membranas (0,0203 mm de espesor), conteniendo la enzima, se incubaron en 10
ml de una solucion 0,1 mM de L-Phe en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 5 mM
EDTA), a 25°C. Se tomaron muestras periddicamente y se analizaron midiendo

DOs9, de la misma forma descripta anteriormente.
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5.4. Resultados y Discusion

5.4.1. Células cataliticas inmovilizadas en Alg-Ca

Las células cataliticas se inmovilizaron en esferas de Alg-Ca debido a su
simplicidad de preparacion, bajo costo, seguridad alimenticia, flexibilidad,
disponibilidad comercial, etc. En esta seccion evaluaremos algunos de los
parametros mas importantes a tener en cuenta, a la hora de determinar si el
biocatalizador inmovilizado es apto para su aplicacion. Adicionalmente, se
describira el uso de la enzima pura inmovilizada como alternativa y se contrastara

con el método propuesto.

5.4.1.1. Caracteristicas del biocatalizador obtenido

Una vez obtenido el biocatalizador inmovilizado a partir de los dos
alginatos de sodio de diferente viscosidad (80-120 cP y 300-400 cP), se
caracterizaron respecto al tamafio de las esferas obtenidas y al peso de las esferas.
Adicionalmente, se determind la actividad relativa de las esferas de alginato,

respecto a la suspension celular libre de la cual provienen.

Tabla 5.1. Caracteristicas del biocatalizador obtenido.

Identificacion @ (mm) Peso (mg) AER (%)
Alg-Ca 80-120 cP 2,2 6,57 62
Alg-Ca 300-400 cP 2,0 5,62 72

A partir de la Tabla 5.1 podemos concluir que el Alg-Ca de mayor
viscosidad no s6lo logré obtener esferas de menor tamafio sino que las mismas
tienen una actividad relativa mayor. El gel obtenido adicionalmente tiene mayor
consistencia y resistencia mecanica. El hecho que tengan mayor actividad relativa
puede deberse en principio al menor tamafio de las esferas lo que les confiere
mayor superficie especifica por unidad de biocatalizador. Si bien se asumia que
una elevada viscosidad del polimero podia resultar en un mayor impedimento al

flujo de sustratos y productos al interior de la esfera, esto no se evidencio.
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5.4.1.2. Efecto de la concentracion del biocatalizador
inmovilizado

Para determinar el efecto de la concentracion del biocatalizador en la
bioconversion de L-Phe, se evaluaron cantidades crecientes del biocatalizador

equivalentes a concentraciones de 5 a 20 mg/ml de células cataliticas.

0,6

0,5

0,4 4

KRK
SRS

2RSS

QR

0,3 A

t-CA (umol/ml)
O
XD
Q
0’0

K&

0%,
9%,

RS

0,2

LK

SRXKS
KKK

OSOOS

0,1

<
Q
R

bo%!
5
RKS

<
0,0 . %Y

Concentracion celular (mg/ml)

Figura 5.9. Efecto de la cantidad de biocatalizador inmovilizado.
Sustrato: 1 mM de L-Phe en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 1 mM EDTA), temperatura de
reaccion: 35°C y tiempo de reaccion: 1 h.

Letras distintas indican diferencia significativa segin Test de Tukey (p<0,01).

En la Figura 5.9 podemos ver que el incremento en la cantidad de
biocatalizador no confiere mejoras significativas al sistema. Esto podria indicar
que existen otros parametros que estan gobernando el sistema.

Por otro lado, si observamos la Figura 5.9 podemos ver que hay un
incremento hasta los 10 mg/ml de concentracion celular equivalente y luego decae
a partir de alli. Este comportamiento ya lo habiamos observado previamente en
sistemas en donde el incremento de esferas por ml de mezcla de reaccion produce
el empaquetamiento de las mismas.

Considerando estos aspectos, se decidid trabajar en el futuro con una
cantidad de biocatalizador inmovilizado equivalente a 10 mg/ml de células
cataliticas. Esta concentracion representa el doble de la cantidad de biocatalizador

empleado cuando las células cataliticas se encontraban libres en solucion.
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5.4.1.3. Cinética del biocatalizador inmovilizado

Se llevaron a cabo las cinéticas de reaccion empleando el biocatalizador
inmovilizado en concentraciones equivalentes a 10 mg/ml de células cataliticas,
con soluciones de L-Phe de 1, 5 y 10 mM. Las cinéticas correspondientes, se

muestra a continuacion:
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Figura 5.10. Cinética de reaccion empleando el biocatalizador inmovilizado.

Concentracion de L-Phe: 1 mM (@), 5 mM (o) y 10 mM (V).

A partir del andlisis de la Figura 5.10 se puede observar que el
biocatalizador fue eficiente en la reduccion completa de una solucion 1 mM de L-
Phe en 3 h de reaccion. En el caso de la mezcla de reaccion conteniendo 5 mM de
L-Phe, luego de transcurridas 5 h de reaccion se redujo aproximadamente el 80%
de la totalidad de L-Phe. Sin embargo, la cinética se vuelve asintotica a partir de
este punto. En el caso de la solucion 10 mM, la reduccion fue de casi el 70%,
luego de 5 h de reaccion e igualmente que en el caso anterior, la curva se vuelve
asintdtica.

En el ensayo andlogo con las células cataliticas libres en solucion (Ver
Capitulo 4) se observaba un comportamiento similar aun cuando la cinética era
mas lineal. En el caso de las células cataliticas libres se llegd a la conclusion de
que la reduccién parcial, en concentraciones mayores a 1 mM, se debia a
limitaciones en la concentracion del biocatalizador. En este caso, las conversiones

alcanzadas fueron mucho mas grandes, pero el sistema se satura antes de alcanzar
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la conversion total. Podemos suponer que en este caso la cantidad de
biocatalizador no es una limitante, sino que mas bien, existen limitaciones de otra
indole (probablemente difusionales), que estan limitando la velocidad de reaccion.

Paralelamente, se llevo a cabo el ensayo en columna con recirculacion.
Para ello se colocd dentro de la columna una cantidad de biocatalizador
equivalente a 10 mg/ml de células cataliticas en contacto con una solucion 1 mM
de L-Phe, la cual fue recirculada a una velocidad de 1 ml/min. Se tomaron

muestras a las 2, 4 y 6 h de iniciada la reaccion. Los resultados obtenidos se

presentan en la Figura 5.11.
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Figura 5.11. Bioconversion en columna empleando el biocatalizador inmovilizado.

Como podemos ver en la Figura 5.11, la bioconversién en columna, a
diferencia del sistema anterior, no logrd la bioconversion total luego de 6 h de
tratamiento. Luego de las 4 h de reaccion no se observan cambios, obteniéndose
una conversion maxima del 80%. Debido a que tanto las concentraciones de L-
Phe como la del biocatalizador inmovilizados fueron las mismas en ambos casos,
se asume que las diferencias observadas en el biorreactor columna se deben a otro
tipo de limitaciones, probablemente difusionales.

En resumen, se pudo lograr la conversion completa de una solucién 1 mM
de L-Phe en 3 h de reacciéon en tubos de ensayo. Estos resultados son muy
prometedores en vista de su aplicacion futura. Sin embargo, cuando se replicaron

las mismas condiciones en una columna con recirculacion, no se obtuvieron los
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mismos resultados debido a que entraron en juego otras variables del sistema.
Algo similar ocurre con concentraciones mas elevadas de sustrato en sistema
batch sin agitacion. Se ha atribuido estos inconvenientes a posibles limitaciones

de otra naturaleza, probablemente difusionales.

5.4.1.4. Efecto de 1la temperatura en las células
inmovilizadas

El efecto de la temperatura en la estabilidad y la reactividad del
biocatalizador inmovilizado se determind en condiciones analogas a las células
cataliticas libres.

En lo que respecta a la estabilidad del biocatalizador inmovilizado, las
esferas de Alg-Ca se trataron a diferentes temperaturas (20-70°C) durante 10 min.
Finalizado el tratamiento, se incubaron con la mezcla de reaccion conteniendo 1
mM de L-Phe, de la forma descripta en la secciéon metodologica. Los resultados

obtenidos se presentan en la Figura 5.12.
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Figura 5.12. Termoestabilidad del biocatalizador inmovilizado.
Biocatalizador inmovilizado: 10 mg/ml y sustrato: 1 mM L-Phe, en Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 1
mM EDTA). Incubacion: 35°C, 80 rpm por 2 h.

El biocatalizador inmovilizado resultd estable hasta temperaturas cercanas
a los 60°C, luego de lo cual la actividad cae abruptamente. La inactivacion
completa del biocatalizador ocurre cuando el mismo se expone a una temperatura

de 70°C por 10 min. Si comparamos el patron obtenido con el de las células libres
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(Ver Capitulo 4), podemos observar que, a diferencia de las células cataliticas
libres donde la actividad comienza a disminuir lentamente con el aumento de la
temperatura hasta los 60°C, en este caso la actividad se mantuvo constante hasta
los 50°C. Este comportamiento deja en evidencia que la técnica de inmovilizacion
empleada confiere estabilidad a las células cataliticas, frente a la temperatura.

Por otro lado, en lo que concierne a la temperatura Optima, las células
inmovilizadas se incubaron a diferentes temperaturas (20 a 70°C) por 2 h con una
solucion 1 mM de L-Phe. En este ensayo se evaluaron ademas los biocatalizadores
obtenidos a partir de los dos alginatos (80-120 cP y 300-400 cP). Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura 5.13.
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Figura 5.13. Temperatura 6ptima del biocatalizador inmovilizado.
Biocatalizador inmovilizado: 10 mg/ml y sustrato: 1 mM L-Phe, en Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 1
mM EDTA). Incubacion: 2 h.

En la Figura 5.13 puede observarse que el biocatalizador inmovilizado en
ambos alginatos tiene una temperatura 6ptima cercana a los 50°C. Estos patrones
de temperatura coinciden con el obtenido para células cataliticas libres (Ver
Capitulo 4). Esto implica que si bien la inmovilizacion logrd estabilizar el
biocatalizador frente a la temperatura en tiempos cortos de exposicion, dicho
efecto no se traduce en la temperatura optima de reaccion.

Por otro lado, el aumento de temperatura desde 20 a 50°C, incrementa

considerablemente la actividad. Esto resulta muy ventajoso para el sistema, ya que
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se puede lograr mejoras considerables de la reaccion, tinicamente aumentado la
temperatura. Esto no ocurria con la enzima purificada (Ver Capitulo 4), donde el
aumento de 30°C no aportaba mejoras significativas en el sistema.

Otra observacion importante al respecto es que las esferas sometidas a
tratamiento a 50°C en condiciones de agitacion (80 rpm) no sufrieron dafos
aparentes en su estructura durante el proceso.

Por ultimo, es importante tener en cuenta de que si bien ambos tipos de
alginatos tienen el mismo patrén global de temperatura, en el caso del alginato
mas viscoso (300-400 cP) la actividad alcanzada fue mayor. Esto concuerda con

los datos de AER obtenidos en la caracterizacion del biocatalizador (Tabla 5.1).

5.4.1.5. Reutilizaciéon de las células cataliticas
inmovilizadas

Las células cataliticas inmovilizadas se reutilizaron sucesivamente para
determinar cuantos usos efectivos se le puede dar al biocatalizador, sin que pierda
actividad. Para ello se incub6 el biocatalizador con 1 mM de L-Phe durante 2 h, se
extrajo la solucion tratada y se reemplazd por una mezcla de reaccion fresca. Este

ultimo protocolo se repitiod reiteradamente.
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Figura 5.14. Reutilizacion del biocatalizador.

En la Figura 5.14 podemos ver que la actividad PAL se mantuvo alrededor

de su valor méximo en los sucesivos usos, con lo cual se puede concluir que no
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hubo pérdida de actividad debido al uso reiterado del biocatalizador. El primer uso
del biocatalizador se halla por debajo del resto. Esto probablemente se deba a la
retencion de L-Phe y #-CA por absorcion dentro de la esfera de alginato. En
consecuencia, esto podria ocasionar la reduccion de #-CA en la mezcla de
reaccion, y por ende, la actividad medida es mas baja que la real. Ademas esto
explicaria por qué este efecto no se evidencia tan marcadamente en los usos
posteriores.

Por otro lado, el uso niimero cinco correspondié a un ensayo de toda la
noche, por lo cual no se pudo incluir en la tabla, ya que su actividad no se podia
comparar al resto. Con el uso n°5 intentamos demostrar que la enzima puede
actuar en largos periodos de reaccion y aun asi mantener actividad, lo que se
puede comprobar en el uso n°6. A partir del sexto uso, sin embargo, se pudo notar
la presencia de material adherido a las paredes del tubo, lo cual indicaria una

cierta degradacion de las esferas (Figura 5.15).

Figura 5.15. Degradacion del biocatalizador del sexto uso .

Cuando se sometieron las esferas a esfuerzo de compresion, las mismas se
deshicieron. Aun asi se midié nuevamente su actividad y seguia siendo del 100%.
Esto implica que la limitacion del uso del biocatalizador no esta en su actividad
sino que esta ligada directamente a su estabilidad mecanica, la cual se ve afectada
en periodos muy largos de reaccion (~18-20 h). Esta ultima observacion se debe
tener en cuenta a la hora de disefiar el proceso de bioconversion.

Sin embargo, no se requeriria en principio periodos tan largos de
incubacion, ya que, como se demostr6 anteriormente, se puede alcanzar la

bioconversion completa de una solucion 1 mM de L-Phe en 3 h de reaccion.
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5.4.1.6. Conservacion de las células cataliticas
inmovilizadas

Las células cataliticas se deshidrataron a 25°C para determinar si es un
método factible de conservacion de las mismas. El objetivo final de este método
es lograr almacenarlas por largos periodos de tiempo, a temperatura ambiente. Las
esferas dentro de las placas tardaron 48 h en deshidratarse completamente.
Durante este tiempo se controlaron visualmente, hasta que no se percibid

variacion de tamario.

Figura 5.16. Deshidratacion del biocatalizador inmovilizado.

(A) Biocatalizador deshidratado, (B) Biocatalizador sin deshidratar.

Como puede apreciarse en la Figura 5.16 hay una reduccion considerable
del tamafio del biocatalizador. Sin embargo, debido a que la deshidratacion fue
lenta, las esferas conservan su integridad.

Al biocatalizador inmovilizado se le determin6 la humedad mediante peso
seco, resultando ser del 87%. A esta humedad, gran parte de las reacciones de
deterioro ocurren mas lentamente.

Por otro lado, para la rehidratacion del biocatalizador, se colocaron las
esferas deshidratadas en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 1 mM EDTA) y se
dejaron agitando a temperatura ambiente hasta que no se evidencian cambios de
volumen (Figura 5.17). Una alternativa es la rehidratacion en condiciones de

refrigeracion durante toda la noche.
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Figura 5.17. Biocatalizador inmovilizado rehidratado.

Seguidamente, se determind la actividad del biocatalizador rehidratado
(BID), del biocatalizador sin deshidratar, perteneciente al mismo batch y con 3
dias de almacenamiento (BI3), de las células inmovilizadas frescas (BI0) y del
biocatalizador deshidratado y almacenado a temperatura ambiente, durante 2 afos

(BID2). Los resultados obtenidos se expresan como actividad enzimatica relativa.

Tabla 5.2. Actividad relativa el biocatalizador deshidratado.
Biocatalizador AFE relativa (%)

BIO 100
BI3 94
BID 97
BID2 58

Si observamos la Tabla 5.2, podemos ver que, tomando como referencia
las células cataliticas inmovilizadas recién preparadas (BI0), el biocatalizador
deshidratado, rehidratado y almacenado durante 3 dias a temperatura ambiente
(BID) mantiene el 97% de la actividad original, valor superior al observado para
las células inmovilizadas del mismo batch, las cuales se mantuvieron en
condiciones de refrigeracion (BI3). Un resultado aun mas significativo es el
obtenido a partir de las células inmovilizadas deshidratadas y mantenidas a
temperatura ambiente por mas de 2 afios (BID2). Estas mantienen el 58% de la
actividad original del biocatalizador sin deshidratar y el 60% de la actividad del

biocatalizador deshidratado original. ~Adicionalmente, el biocatalizador
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deshidratado y almacenado por 2 afios, mantiene su forma y textura original una
vez rehidratado y no presenta signos de contaminacion microbiana.

La técnica de conservacion disefiada para el biocatalizador inmovilizado es
una técnica econdmica, simple y eficiente para el mantenimiento activo del
biocatalizador a temperatura ambiente, por largos periodos de tiempo. Para el
escalado de esta técnica debe pensarse por ejemplo en el disefio de tuneles de
secado a baja temperatura o bien alguna tecnologia de lecho fluidizado.

En resumen, a partir de la caracterizacion de las células cataliticas
inmovilizadas en Alg-Ca, se pusieron en manifiesto algunas propiedades que son
de interés para el proceso propuesto:

e El biocatalizador inmovilizado tienen el equivalente de hasta el 70% de la
actividad respecto al catalizador libre.

e No requiere cargas celulares muy elevadas para alcanzar la bioconversion
total de soluciones 1 mM de L-Phe en 3 h.

e Es estable hasta los 60°C en tiempos cortos de exposicion.

e Tiene una temperatura 6ptima de 50°C, pudiendo lograr amplias ventajas
respecto a las temperaturas normales de trabajo.

e Puede reutilizarse reiteradamente sin perder actividad, siempre y cuando
no se afecte su estructura exponiéndolo a esfuerzos mecanicos por largos
periodos de incubacion.

e Puede deshidratarse mediante una técnica simple y econdmica hasta un
87% de humedad y almacenarse a temperatura ambiente por largos

periodos de tiempo, manteniéndose activo.

Sin embargo, se han observado algunos inconvenientes, por ejemplo,
problemas difusivos en cuanto a su empleo en columna. Los mejores resultados se
obtuvieron en sistema batch con agitacion.

Si bien esta metodologia tiene muchos puntos a favor para su posterior
empleo en la reduccion de L-Phe en hidrolizados proteicos, se contrastard con la
enzima pura inmovilizada por retencion en membrana, para determinar si puede

obtenerse mejores resultados que con el biocatalizador inmovilizado obtenido.
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5.4.2. Enzima pura inmovilizada por inclusion en

membrana

5.4.2.1. Bioconversion en columna con recirculacion

La enzima pura se inmoviliz6 por inclusion en membranas y se emple6 en
un biorreactor de columna con recirculacion. La solucién a tratar contenia 1 mM
de L-Phe y se emplearon para estos fines 100 pl de la enzima, la cual contiene 2U

totales.
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Figura 5.18. Cinética de reaccion con PAL pura inmovilizada en columna.

Del analisis de la cinética de reaccion en la columna (Figura 5.18)
podemos ver que existe un retardo al principio de la reaccion. Luego de ese
retardo la produccion de #CA comienza a aumentar linealmente, pero
transcurridas las 4 h de iniciada la reaccion la velocidad de reaccion comienza a
decrecer.

Mediante la determinacion de la cantidad de producto en la muestra,

podemos calcular la cantidad de sustrato remanente en la muestra (Ecuacion 5.3).

(Cone —2002)

€ « 100 (5.3)

L — Phe (%) = c
Phe

A continuacion se muestran los resultados de la reduccion de L-Phe en

columna (Figura 5.19).
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Figura 5.19. Reduccién de L-Phe con PAL inmovilizada en columna.

Luego de 6 h de reaccion sélo el 20% de la L-Phe inicial fue
eliminada de la mezcla de reaccion. En este grafico, al igual que en el anterior, se
puede observar un retardo al principio de reaccion y el desaceleramiento al final.
En el caso hipotético que la reaccion hubiese transcurrido a velocidad inicial, la
enzima colocada en la membrana deberia producir la completa biotransformacion
de toda la L-Phe contenida en la mezcla de reaccion en aproximadamente 15 min.
Los tiempos se incrementan en estos casos porque la velocidad disminuye en el
transcurso de la reaccion y adicionalmente estamos incorporando una barrera de
difusion hacia la enzima, que es la membrana en la cual estd contenida. Aun
cuando el tiempo de reaccién fue mucho mas elevado que el tedrico, el 80% de la
L-Phe permaneci6 en la mezcla. El incremento en el tiempo de reaccion no es una
opcion en este caso particular, ya que se trata de uno de los parametros que se
desea optimizar. Adicionalmente, como puede apreciarse en la Figura 5.18 y 5.19,
la velocidad de reaccion decrece entre las 4 y 6 h de reaccion, con lo cual el
incremento de tiempo no se traducird en mejoras considerables.

A partir de estos resultados podemos inferir que existen factores
independientes a la enzima que estdn ocasionando una reduccion de la velocidad
de reaccion. Estos factores pueden tratarse de barreras difusionales tanto externas
como internas. Desde el punto de vista de las barreras externas de difusion, es

probable que la agitacion del sistema no sea suficiente para asegurar la correcta
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difusion del soluto a través de la membrana. La agitacion en la columna esta
restringida al goteo de la mezcla de reaccion, con lo cual ésta es una mejora que
puede incorporarse al sistema. Por otro lado, y en cuanto a la difusion interna, la
membrana constituye por si misma una barrera a la libre difusion. En este sentido,
puede optarse por emplear una membrana de menor espesor y determinar si tiene
un efecto significativo en la velocidad de reaccion. En general, el sistema en

columna, no logro resultados satisfactorios.

5.4.2.2. Bioconversion en tanque agitado

Para estudiar los problemas observados en el sistema continuo se simul6
un sistema en tanque agitado mediante la incorporacion de membranas en la
mezcla de reaccion contenida en un vaso de precipitado con agitacion magnética.
La concentracion de L-Phe en la muestra se disminuy6 10 veces para facilitar la
bioconversion en un menor tiempo. Para mejorar el sistema se estudiaron dos
variables: el espesor de la membrana y la cantidad de enzima incluida en la
misma.

En lo que respecta a la primera variable, se evaluaron dos membranas de
diferente espesor (0,0508 mm y 0,0203 mm). Los resultados de la cinética

obtenida, se muestran a continuacion:
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Figura 5.20. Cinética de reaccion con PAL pura inmovilizada en tanque agitado.
PAL inmovilizada: 2U y sustrato: 10 ml de 0,1 mM L-Phe, en Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 5 mM
EDTA). Incubacion: 30°C.
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Como puede verse en la Figura 5.20, la cinética de reaccidén para la
membrana que se utilizd desde un principio es, en esta oportunidad, lineal. Esta
mejora respecto a la cinética en columna (Figura 5.18) se atribuye a la agitacion
del sistema, la cual probablemente disminuyo el espesor de la pelicula estanca
alrededor de la membrana y, con ello, la resistencia de difusion externa.

En lo que respecta al espesor de la membrana, se observa que al emplear
una membrana de menor espesor, la velocidad inicial de reaccion aumenta
considerablemente. Luego de unas horas, esta velocidad se desacelera debido a la
disminuciéon de las concentraciones de L-Phe en la mezcla de reaccién. La

reduccion total de L-Phe para ambos sistemas, se presenta en la Figura 5.21.
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Figura 5.21. Reduccion de L-Phe con PAL inmovilizada en tanque agitado.

A partir de la reduccion del espesor de la membrana, se lograron mejoras
significativas. En el caso de la membrana original (0,0508 mm de espesor), se
pudo reducir alrededor del 46% del valor original de L-Phe, tras 6 h de reaccion.
Debido a que la cinética es lineal, esta reduccion puede ser mayor. Por otro lado,
con la membrana de menor espesor se logrd la reduccion del 100% del contenido
de L-Phe en un poco mas de 5 h. La mejora alcanzada es la prueba del efecto del
espesor de la membrana como barrera de difusion interna.

Por otro lado, se determinoé la influencia de la concentracion de enzima en

la velocidad de reaccion, aumentando en 3 veces la cantidad original de enzima
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incluida en la membrana. En la Figura 5.22 pueden observarse los resultados

obtenidos.
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Figura 5.22. Efecto de la cantidad de enzima en la cinética de PAL inmovilizada.

PAL inmovilizada: 2U (e) y 6U (0) y sustrato: 10 ml de 0,1 mM L-Phe, en Tris-HCI (0,1 M,
pH=8,5, 5 mM EDTA). Incubacion: 25°C.

El incremento de 3 veces en la cantidad de PAL incluida en la membrana,
no logr6 mejoras substanciales en la cinética de PAL inmovilizada.

En conclusion, la enzima pura inmovilizada por inclusion es un método
factible para la reducciéon de soluciones diluidas de L-Phe, del orden de 0,1 mM.
Las barreras difusionales externas se pudieron reducir mediante el uso del tanque
agitado. Se presume que dicha mejora se debe al incremento en la agitacion.
Finalmente, en lo que respecta a la barrera de difusion interna, la cinética de PAL
se incrementd notablemente reduciendo, a mas de la mitad, el espesor de la
membrana. Una vez que se disminuyeron los problemas difusivos, se encontrd
que el incremento en 3 veces de la concentracion de PAL, no logré mejoras
substanciales.

Si bien este es un sistema factible de utilizar para la reduccion de L-Phe,
no presenta ventajas significativas respecto a las células cataliticas inmovilizadas.
Por el contrario, la obtencion y purificacion total de la enzima es un proceso muy
costoso, con lo cual este método se descarta totalmente para su aplicacion en

hidrolizados proteicos.
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Capitulo 6

Empleo de PAL en la reduccion de
L-Phe en hidrolizados proteicos

6.1. Objetivos

Los objetivos del presente capitulo son:

e Optimizar las condiciones de reaccion de PAL soluble parcialmente
purificada, empleando hidrolizados proteicos como sustratos.

e Determinar la factibilidad de uso de la enzima parcialmente purificada, en
la reduccion de L-Phe en hidrolizados proteicos tipos, como alternativa a
las células cataliticas inmovilizadas.

e Evaluar la eficiencia de las células cataliticas inmovilizadas en la

reduccion de L-Phe en hidrolizados proteicos tipos.

6.2. Fundamentos

6.2.1. Hidrolizados proteicos: generalidades

Los hidrolizados proteicos son los productos obtenidos por hidrélisis de
proteinas, ya sea por método acido, alcalino o enzimatico [123]. La hidrdlisis da
lugar a una mezcla variable de péptidos y aminodacidos libres. Adicionalmente, los
hidrolizados pueden contener otros componentes (minerales, carbohidratos,
lipidos, etc), dependiendo de la procedencia de la fuente proteica.

El proceso de hidrélisis puede producir una amplia gama de productos,
desde una mezcla de oligopéptidos de elevado peso molecular, hasta una mezcla
de aminodcidos libres, dependiendo de las condiciones de hidrolisis [124]. Un
pardmetro que permite caracterizar a los hidrolizados proteicos es el grado de
hidrolisis (DH), el cual se define como el nimero de enlaces peptidicos

hidrolizados, sobre el nimero total de enlaces peptidicos (Ecuacion 6.1).

177
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DH (%) n® enlaces peptidicos hidrolizados 100 6.1)
= * .
° n° enlaces peptidicos totales

El n° de enlaces peptidicos hidrolizados se calcula a partir de la
determinacion del nitrogeno aminico (AN) y del nitrogeno total (TN) [123]. El
AN, se puede determinar por titulacion con formol, por el método OPA, o por el
método del acido trinitrobenceno sulfonico. El nitrégeno total, por su parte, se
determina usualmente por Kjeldahl.

Dependiendo del grado de hidrdlisis, los hidrolizados proteicos tienen
diferentes propiedades fisicoquimicas y bioldgicas. En general, podemos hacer
una clasificacion basados en el grado de hidrolisis, de la siguiente manera [124]:

e Hidrolizados de primera generacion: tienen un DH>70% y los péptidos en
general tienen entre 7 u 8 residuos.

e Hidrolizados de segunda generacion: tienen un DH entre 40% y 60%, y los
péptidos en general tienen hasta 12 residuos.

e Hidrolizados de tercera generacion: tienen un DH de hasta el 20% y los

péptidos en general tienen una media de 15 residuos.

6.2.2. Propiedades funcionales de los hidrolizados

proteicos

Independientemente de la clasificacion, existen algunos efectos comunes
del proceso de hidrdlisis sobre las proteinas. Por un lado, se incrementa la
cantidad de grupos ionizados, modificando la carga total y la hidrofilicidad.
Ademas, al disminuir el peso molecular de los péptidos, disminuye Ila
antigenicidad. Finalmente, la estructura nativa de la proteina cambia, con lo cual
los residuos de los aminodcidos hidrofébicos quedan expuestos en la superficie de
los péptidos. Estos efectos de la hidrdlisis conllevan a que algunas propiedades de
los hidrolizados proteicos difieran respecto a la proteina de origen. Dichas
diferencias pueden resultar, en algunos casos, ventajosas.

Las propiedades funcionales més importantes se detallan brevemente a
continuacion [ 124, 125]:

e Solubilidad: Los hidrolizados proteicos, independientemente del grado de
hidrolisis, son mas hidrosolubles que las proteinas que los originaron. Esto

generalmente se debe a la reduccion del peso molecular, junto con el
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incremento de los grupos polares. En general, los hidrolizados son solubles
a un amplio rango de pH y concentracion. Este incremento en la
solubilidad, es importante a la hora de utilizarlos como ingredientes
alimenticios y para la preparacion de bebidas como suplementos dietarios.
Estabilidad a la temperatura: los hidrolizados proteicos son mas estables a
la temperatura que la proteina de la cual provienen, aun a bajos DH. Esto
es importante a la hora de pasteurizar el producto, ya que confiere mayor
versatilidad tecnoldgica.

Capacidad emulsionante y espuma: En general, estas propiedades
dependeran del pH y, en el caso de hidrélisis enzimadtica, de la enzima
utilizada con este proposito. Por ejemplo, para hidrolizados de soja con
bajos DH, se ha reportado un incremento en su capacidad emulsionante
[124]. Sin embargo, en general, en los hidrolizados proteicos la capacidad
emulsionante y espumante decrece a medida que aumenta el DH.
Propiedades reoldgicas: Debido al proceso de hidrolisis, los hidrolizados
de proteinas tienen menor viscosidad que las proteinas originales. Otra
propiedad que se ve afectada por la hidrolisis es la gelificacion. Sin
embargo, la disminucion de ambas propiedades facilita muchas de las
operaciones del downstream del proceso, por ejemplo el secado final del
producto.

Propiedades organolépticas: Si bien algunos péptidos obtenidos por
hidrolisis se emplean como saborizantes, hay hidrolizados que presentan
gustos amargos. Esto se ha observado en hidrolizados de ciertas fuentes
proteicas como la caseina y la lactoalbtimina, o en aquellos donde se han
empleado determinadas proteasas. Se ha propuesto que el sabor amargo de
los hidrolizados proteicos se debe a la presencia de péptidos con
aminoacidos hidrofobicos terminales, como la isoleucina, tirosina,
fenilalanina y triptéfano [124]. Sin embargo, se ha observado que a altos
DH, el sabor amargo se hace menos perceptible. Esto indicaria que, al
liberar los aminoacidos hidrofobicos de los péptidos, se puede subsanar
este problema. La eliminacion del sabor amargo es importante cuando se
utilizard dicho hidrolizado para consumo humano, en forma de

suplementos dietarios.
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6.2.3. Fuentes proteicas para la obtencion de

hidrolizados

Las fuentes proteicas utilizadas para la producciéon de hidrolizados
proteicos pueden ser de origen animal, vegetal o microbioldgico.

Entre las fuentes animales, una de las mas empleadas es el pescado,
especialmente en paises orientales con abundancia de esta materia prima. También
se suelen utilizar desechos de la industria carnica, como tendones o huesos,
especialmente para pienso animal [125]. En lo que respecta a hidrolizados para
uso medicinal, las proteinas de la leche suelen ser las mas empleadas [126].

Por otro lado, en lo que respecta a fuentes proteicas de origen vegetal, las
mas comunmente empleadas son la soja, el trigo y el arroz y algunas legumbres
como los guisantes y los garbanzos. Las fuentes de origen vegetal tienen un alto
contenido de proteinas y un bajo contenido en polifenoles, azucares e inhibidores
de proteasas, lo cual facilita el control del proceso de hidrolisis. Sin embargo,
tienen la desventaja de poseer un bajo contenido de aminodacidos esenciales [126].

Finalmente, en cuanto a las fuentes microbianas de proteinas, algunas
microalgas y levaduras se han empleado para la fabricacion de hidrolizados
proteicos [125].

A la hora de elegir una fuente proteica, se debe tener en cuenta el destino
que se le va a dar al hidrolizado proteico. Por ejemplo, para la obtencion de
hidrolizados con propiedades gelificantes debe emplearse colageno o gelatina.
Otro factor a tener en cuenta, es la estructura tridimensional y la secuencia de
aminoacidos de la proteina. Esto ultimo tendrd marcada influencia en lo que
respecta al proceso, mas especificamente el tipo de péptidos que se pueden

obtener y la sensibilidad al ataque proteolitico.

6.2.4. Tipos de hidrdlisis proteica

Como ya se mencion6 anteriormente, existen tres tipos de hidrdlisis: 4cida,
alcalina y enzimatica.

La hidrolisis 4cida es uno de los métodos mas tradicionales de hidrdlisis, y
aun cuando la hidrélisis enzimatica ha copado gran parte del mercado, la hidrdlisis
acida se continua utilizando [127]. Los 4cidos més empleados para estos fines son

el acido clorhidrico y el 4cido sulfurico. Generalmente, estos acidos escinden los
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enlaces peptidicos de la proteina, dando lugar a una mezcla de aminoacidos y una
minima cantidad de pequefios péptidos. La reaccion se lleva a cabo en reactores
de acero inoxidable revestidos en vidrio, que pueden soportar las condiciones
extremas de trabajo. Los parametros de trabajo incluyen temperaturas de 120°C a
140°C, presiones de 2,2 a 3,1 bar, tiempo de hidrdlisis de 2 a 8 h y concentracion
proteica de 50-65% (p/v). Los hidrolizados acidos son muy empleados en la
industria de alimentos y de alimentacion animal, como resaltadores del sabor
[127].

En lo que respecta a la hidrélisis alcalina, el proceso es muy simple. En
principio la fuente proteica se solubiliza mediante tratamiento térmico, y luego se
le agrega el alcali y se mantiene la temperatura de 27 a 55°C. Estas condiciones se
continuan por unas horas hasta que se alcanza el DH deseado, para finalmente
evaporarlo, pasteurizarlo y secarlo en spray. Los agentes alcalinos mas empleados
para estos fines son el hidroxido de sodio, el hidroxido de calcio y el hidroxido de
potasio. Estos tipos de hidrolizados son también empleados en la industria
alimenticia [127].

La hidrolisis enzimatica, por su parte, es el tipo de hidrélisis mas empleada
en la actualidad. Este tipo de hidrolisis brinda mayor control del proceso,
pudiendo obtenerse una amplia gama de productos, gracias a su especificidad.
Adicionalmente, las condiciones de reaccion son leves, empledndose
generalmente pH entre 6 y 9, y temperaturas entre 40 y 60°C [126]. En general,
este proceso comienza con la solubilizacion del producto y la estandarizacion del
pH y la temperatura. Luego, se adiciona la proteasa, y con esto se da comienzo a
la reaccion. La ruptura de enlaces peptidicos ocasiona una disminucion del pH,
con lo cual, para que la reaccion transcurra a un pH 6ptimo, debe controlarse
externamente el mismo. Una vez finalizada la reaccidn, la enzima se inactiva,
generalmente por tratamiento térmico [125].

Las proteasas empleadas para la hidrdlisis enzimatica se clasifican de
acuerdo a [128]:

e Su origen: pueden ser de origen animal, vegetal o microbiano.
e Su accion catalitica: pueden ser endopeptidasas, si cortan al azar el interior

de las cadenas polipeptidicas o exopeptidasas, si separan aminoacidos o

dipéptidos de los extremos de la cadena polipeptidica.
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e La naturaleza del sitio activo: de este modo las endopeptidasas pueden ser
serin-, cistein-, metalo-, o asparto-proteasas. Por otro lado, Ilas
exoproteasas pueden ser amino-, carboxi- o dipeptidasas.

Algunas de las proteasas comerciales mas utilizadas, se presentan en la
Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Proteasas comerciales mas comunmente empleadas [9].

Fuente Tipo Nombre Especificidad

Péncreas porcino  serin Tripsina Lys, Arg

Péancreas porcino  serin Quimotripsina Phe, Tyr, Trp

Péancreas porcino  aspartic Pepsina Aromaticos, Leu, Asp, Glu
Papaya cistein  Papaina Amplio espectro

Pina cistein ~ Bromelina Lys, Arg, Phe, Tyr

Higos cistein  Fisina Phe y Tyr

6.2.5. Proceso de obtencion de hidrolizados
proteicos

El proceso general de produccion se presenta en la Figura 6.1.

Pretratamiento de los sustratos

Hidrolisis

Terminacion de la reaccion

Separacion

Pasteurizacion

Concentracion

Formulacion

Envasado

Figura 6.1. Proceso de obtencion de hidrolizados proteicos [9].
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A continuacion se describird brevemente cada etapa [9, 127]:

. Pretratamiento de los sustratos: Un correcto pretratamiento de los
sustratos proteicos es fundamental para asegurar un buen rendimiento de
proceso. El pretratamiento a utilizar dependera de la fuente proteica. Asi,
por ejemplo, si se trata de recortes de carne, se debe proceder a una
molienda. El objetivo ultimo de esta etapa es la solubilizacion del material
proteico en agua, hasta concentraciones proteicas donde la viscosidad no
ocasiona problemas, esto es hasta aproximadamente un 10%. Si es
necesario, las muestras son tratadas térmicamente, ya sea para ayudar a la
solubilizaciéon del material, o bien para disminuir la carga microbiana
inicial. Finalizada la solubilizacion del sustrato, se ajusta el pH y la
temperatura para la consiguiente etapa de hidrolisis.

. Hidroélisis: Como ya se mencion6 anteriormente, la hidrolisis puede
ser enzimatica o quimica (4cida o alcalina). En general, los sustratos se
ingresan en tanques para la hidrolisis, se lleva a cabo el agregado del
agente hidrolizante y se comienza la reaccion. La misma puede tardar un
tiempo variable. Durante el proceso se monitorea el DH en linea. En
general, los procesos enzimaticos son mas controlables que los quimicos.

) Terminacion de la reaccion: Una vez alcanzado el DH deseado, la
reaccion se debe detener. Para ello, en el caso de procesos quimicos, se
normalizan las variables de reaccion, esto es presion y temperatura. Por
otro lado, en la hidrélisis enzimatica, las proteasas se inactivan mediante
desnaturalizacion a elevadas temperaturas o bien con variacion del pH de
la mezcla. El proceso de inactivacion enzimdtica debe asegurar que la
muestra contenga una actividad residual de proteasas igual o muy cercana
a cero. Para el consumo humano, la concentracion de proteasas ingeridas a
partir de los hidrolizados proteicos, para la cual no se observan efectos
adversos, es de 0,44 U/kg/dia. Un tratamiento térmico de 80°C durante 9
min asegura la una reduccion de la actividad proteolitica en 1000 veces. La
inactivacion enzimatica por tratamiento térmico puede llevarse a cabo en
un tanque encamisado, agregando agua caliente sobre el hidrolizado
(diluyendo de la muestra) o bien mediante la inyeccion directa de vapor
sanitario. El proceso de calentamiento puede, a su vez, exaltar el flavor del

producto, debido a la ocurrencia de reacciones de Maillard.
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. Separacion: La etapa de separacion depende en gran medida de la
fuente de proteinas empleada. En general, se basa en la recuperacion de la
fase soluble conteniendo la proteina. Para ello debe separase dicha fase de
la fase oleosa y de los sedimentos de material no hidrolizado. La
separacion de estas tres fases se puede llevar a cabo mediante el uso de
decantadores o centrifugas de tres fases. La separacion de la grasa se
facilita con el incremento de la temperatura a 95°C. Una vez separadas las
fases, se pueden utilizar otras operaciones para estandarizar el producto en
el tamafio de los péptidos, como ser la filtracion en membrana o la
ultrafiltracion. Por otra parte, algunos procesos incluyen el pasaje del
hidrolizado por sistemas de filtracion por membranas para eliminar
endotoxinas. Para ello, se usan membranas que separan moléculas de mas
de 10 kDa.

o Pasteurizacion: El hidrolizado soluble estandarizado se pasteuriza
para reducir la carga microbiana y eliminar los posibles patdgenos
presentes. Estos procesos frecuentemente emplean baremos de
temperatura-tiempo menores a los indicados para alimentos, ya que en
general, esta etapa se vuelve a repetirse mas adelante. Adicionalmente,
varias etapas a lo largo del proceso reducen la carga microbiana. Los
tratamientos térmicos son los mas empleados para pasteurizar el producto.

o Concentracion: Con la finalidad de estabilizar el producto y
facilitar su manipulacion, se procede a la concentracion del hidrolizado
proteico. Dos tipos de operaciones se utilizan para este fin: la dsmosis
inversa y la evaporacion. Por un lado, la concentracion por Osmosis
inversa tiene una limitacién en cuanto a la concentracion proteica final, la
cual no puede ser mayor al 20%. En cuanto a la evaporacion, es una
operacion muy utilizada ya que puede obtener soluciones concentradas de
proteinas de hasta el 50%. Cuando se desea evitar la reaccion de Maillard,
la evaporacion se lleva a cabo a presion reducida.

. Formulacién: El producto puede comercializarse en forma liquida o
solida. La forma de presentacion liquida comprende un concentrado de
50°Bx, el cual se estabiliza agregandole 10% de NaCl. Para la

comercializaciéon del producto en forma solida, se procede a secar la
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solucién concentrada del hidrolizado por medio de secador spray. En
hidrolizados de elevado DH, esta operacion se dificulta debido a la
higroscopicidad de la mezcla, lo que puede derivar en agregados humedos.
Para evitarlo, se suele aditivar el hidrolizado con maltodextrinas, previo al
secado.

. Envasado: En el caso del producto liquido, se envasa a 80°C en
contenedores, colocandolos luego boca abajo para pasteurizar la tapa y
evitar el desarrollo de hongos. Luego, se enfria para evitar el desarrollo
desmedido de reacciones del tipo Maillard. Por otro lado, el producto

solido se envasa asépticamente en bolsas o en contenedores plasticos.

6.2.6. Aplicaciones de los hidrolizados proteicos

Los hidrolizados proteicos tienen variadas aplicaciones en el campo de la
medicina, la agricultura, la alimentacion humana y animal, la biotecnologia, etc.

Una de las aplicaciones mas extendidas de los hidrolizados proteicos es su
uso medicinal como fuente de nitrogeno. Estos estan destinados a la dieta de
pacientes que no pueden ingerir adecuadas cantidad de alimentos en forma
convencional, entre ellos nifios, ancianos, pacientes con problemas del tracto
digestivo o desordenes metabolicos. Hay dos maneras de suministrar los
aminoacidos esenciales: mediante férmulas basadas en una mezcla de
aminodacidos sintéticos o bien mediante hidrolizados proteicos. En general, estos
ultimos son preferibles debido a su disponibilidad a gran escala, su costo
moderado y su mayor calidad biologica y digestibilidad [126]. La utilizacién de
hidrolizados proteicos en férmulas medicinales es una tendencia industrial en
expansion e incluye una amplia diversificacion. Algunas aplicaciones medicinales
pueden clasificarse en:

e Suplementos dietarios: productos geridtricos, productos energéticos,
productos para control de peso, etc.

e Suplementos para usos clinicos: férmulas hipoalergénicas para bebés,
férmulas para problemas hepaticos agudos y cronicos, pancreatitis, colitis
ulcerosa, dietas entéricas, desordenes metabolicos de aminoacidos, etc.

Los hidrolizados proteicos también son ampliamente empleados en la

industria de alimentos, ya que como resaltadores del sabor, son la base de muchos
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saborizantes empleados en la industria. En cuanto a hidrolizados provenientes de
desechos industriales, tales como pluma, pelo, cuero, huesos, etc. son muy

utilizados en la fabricacion de pienso para animales [124].

6.2.7. Hidrolizados proteicos en la dieta de

pacientes con PKU

Como ya se menciond en el Capitulo 2 (Ver Tabla 2.5), los pacientes con
PKU clasica, deben consumir una cantidad méaxima de ~ 2,5 — 3 g/kg/dia de
proteinas contenidas en formulas, con reducido o nulo contenido de L-Phe.

Dichas féormulas, normalmente se tratan de una mezcla de aminoacidos
sintéticos, con nulo contenido de L-Phe y fortificados en L-Tyr.

Sin embargo, en las Gltimas décadas se han desarrollado algunas férmulas
basadas en hidrolizados proteicos con reducido o nulo contenido de L-Phe. La
ingesta de estos hidrolizados puede ser beneficiosa en cuando a la incorporacion
de proteinas de alto valor bioldgico en la dieta del paciente [126]. Algunas de ellas
han sido empleadas en la alimentacion de pacientes con PKU, permitiendo un
desarrollo fisico y mental normal [129, 130]. Debido a que los pacientes con PKU
tiene totalmente o parcialmente interrumpida la ruta de biosintesis de la L-Tyr, los
hidrolizados proteicos tienen que ser suplementados con L-Tyr para proveer entre
100 - 120 mg/kg/dia [126].

Para la remocion de L-Phe de los hidrolizados proteicos, se han empleado
diversos métodos, entre ellos columnas de carbon activado y resinas de
intercambio 16nico [131, 132]. Particularmente existe un producto comercial,
Lofenalac, comercializado en EEUU, el cual se basa en hidrolizados de caseina
con un contenido de L-Phe de 0,06-0,1% (75 mg/100 g de producto) [126].

Estos antecedentes, entre otros, nos indican que es factible el uso de
hidrolizados proteicos para la fabricacion de mezcla de aminoacidos de

procedencia natural, libres de L-Phe, por métodos biotecnologicos.
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6.3. Metodologia
6.3.1. Empleo de PAL parcialmente purificada

Como ya se menciond anteriormente, una alternativa al biocatalizador
propuesto es emplear PAL parcialmente purificada (Ver Capitulo 4), debido a que
su método de obtencioén es simple y relativamente econémico, por las escasas
etapas que intervienen en su purificacion.

Como vimos en el Capitulo 5, la enzima purificada e inmovilizada en
membranas celuldsicas, no resultd ser eficiente para nuestros propositos, ya que
unicamente se pudo utilizar para soluciones muy diluidas. Como la actividad de la
enzima parcialmente purificada es muy inferior a la de la enzima purificada, se
evaluara su utilizacién en solucion. La utilizacion de extractos enzimaticos,
aplicados en forma directa en solucion, es un procedimiento habitual en
bioprocesos, cuando se intentan obtener productos de bajo costo. Sin embargo,
PAL en solucion no puede ser reutilizada, debiendo ser inactivada y extraida de la
mezcla de reaccion. En consecuencia, se requiere la optimizacion de las variables
de proceso, para lograr una mayor conversion en menos tiempo, y de este modo,

incrementar su rentabilidad.

6.3.1.1. Determinacion de actividad en sustratos complejos

El primer paso para llevar a cabo la reaccion con sustratos complejos es
disefiar una técnica de determinacion rapida de la actividad enzimatica, ya que el
protocolo empleado en los capitulos anteriores no es aplicable a este proposito.
Esto se debe fundamentalmente a la complejidad de la matriz empleada como
sustrato. Los hidrolizados proteicos contienen una serie de aminoacidos libres y
algunos péptidos de cadena corta, los cuales producen interferencias significativas
en la longitud de onda medida (290 nm). En la técnica original, la L-Phe produce
interferencia en el pico méximo de actividad del #~-CA (~270 nm), con lo cual la
determinacion se lleva a cabo a 290 mn, donde la L-Phe no produce interferencia.
Sin embargo, en el caso de hidrolizados proteicos, esta metodologia no es factible,
ya que, el triptofano y la tirosina tienen un pico de absorcion en 280 nm.

Para determinar la actividad PAL en sustratos complejos como éste, se
desarroll6 una técnica basada en la extraccién con solventes organicos, empleando

acetato de etilo. Esta técnica aprovecha la elevada solubilidad del ~CA en
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solventes organicos. Si bien los aminoacidos hidrofébicos pueden pasar a la fase
organica, solamente el triptéfano y la fenilalanina pueden causar interferencia en
la fase organica. Adicionalmente, el triptofano es menos soluble que la L-Phe en
solvente organicos, con lo cual su concentracion en la fase organica sera menor.
Para disminuir la interferencia que pueden causar estos aminoacidos, la muestra se
diluye (20 veces), aprovechando que el #-CA tiene una elevada absorbancia a
bajas concentraciones. Como la absorbancia de la L-Phe no representa
interferencia a 290 nm, se puede emplear el extracto organico a tiempo cero como
blanco de reaccion. En soluciones muy concentradas de #-CA la utilizacion de
solventes organicos no es necesaria, ya que diluyendo la muestra 100 veces, y
utilizando como blanco de reaccion el hidrolizado a tiempo cero, se puede obtener
un pico de #-CA bien definido.

Finalmente, debido a la presencia de L-Tyr en la mezcla de reaccion, se
formara p-CA el cual estara presente también en la fase organica. Debido a esto,
la actividad de PAL no se puede expresar simplemente por la presencia de t-CA,
sino que sera la mezcla de ambas sustancias. Es por ello, que no podemos definir
la U de PAL, pero aun asi, el incremento de DO a 290 nm tiene una relacion
directa con la misma. La Unica diferencia es que no podemos calcular la
concentracion de L-Phe remanente en la mezcla, por correlacion con la DO a 290
nm. Para este propodsito se emplearan otras técnicas, las cuales se describiran mas

adelante.

6.3.1.2. Optimizacion de las variables de reaccion

Para la optimizacion de las variables de reaccion de PAL parcialmente
purificada con sustratos complejos, se emple6 un hidrolizado 4cido de caseina
(CAH, Oxoid L41).

Como ensayo preliminar, se incub6 5 g/l de CAH en buffer Tris—HCI (0,1
M, pH=8,0) con PAL a una concentracién final de 140 U/ml de mezcla de
reaccion, a 30°C por 2 h. Una vez finalizada la reaccion, la misma se detuvo con
el agregado de TCA a una concentracion final de 2% (p/v) y la proteina
precipitada se elimin6 por centrifugacion a 10000 rpm por 10 min. Seguidamente,
se agregd acetato de etilo en proporcion 20:1 respecto a la mezcla de reaccion y se
agitod vigorosamente en un vortex durante 1 min. Luego, la mezcla se centrifugé a

4000 rpm por 5 min para una correcta separacion de las fases. Finalmente, se
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determind la DO a 290 nm en la fase orgdnica. Los resultados obtenidos se
tomaron como referencia para la posterior optimizacion.

Seguidamente, se optimizaron 4 variables de proceso: la concentracion de
enzima, la concentracion de sustrato, la temperatura y el pH de la reaccion.

Por un lado, la concentracion de la enzima (0 a 280 mU/ml) y la
concentracion de sustrato (0 a 50 g/l) se optimizaron mediante metodologia
superficie respuesta, empleando el disefio hexagonal de Doehlert (Tabla 6.2). La
incubacion se llevd a cabo a 30°C utilizando como disolvente buffer Tris—HCI
(0,1 M, pH=8,0). Luego de transcurridas 2 h de incubacion, la reaccion se detuvo
con TCA (2% p/v), se adiciond acetato de etilo y se midié la DO a 290 nm en la

fase organica.

Tabla 6.2. Disefio de Dochlert para optimizacion de CAH vs. PAL.

Exp Valores codificados Valores reales
X Y CAH (g/)  PAL (mU/ml)

1 1 0 50 140
2 0,5 0,866 37,5 280
3 -0,5 0,866 12,5 280
4 -1 0 0 140
5 -0,5 -0,866 12,5 0

6 0,5 -0,866 37,5 0

7 0 0 25 140
8 0 0 25 140
9 0 0 25 140
10 0 0 25 140

En paralelo, se llevdo a cabo la optimizacion del pH (7 a 9) y de la
temperatura (30-70°C). Nuevamente, se utiliz6 RSM por medio del disefio
hexagonal de Doehlert (Tabla 6.3). La mezcla de reaccion contenia 10 g/l de CAH
en buffer Tris-HCI (0,1 M) y 140 mU/ml de PAL parcialmente purificada. Debido
a que el pH del buffer Tris varia considerablemente con la temperatura, se
procedid a corregir este efecto a cada temperatura y concentraciéon de CAH, para
que la mezcla final tenga el pH correcto de acuerdo a la temperatura de

incubacion. Luego de transcurridas 2 h de incubacidn, se detuvo la reaccion y se
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determind la DO a 290 nm, con el mismo procedimiento empleado en el caso

anterior.

Tabla 6.3. Disenio de Doehlert para optimizacioén de temperatura vs. pH.

Exp Valores codificados Valores reales
X Y Temperatura (°C) pH

1 1 0 70 8
2 0,5 0,866 60 9
3 -0,5 0,866 40 9
4 -1 0 30 8
5 -0,5 -0,866 40 7
6 0,5 -0,866 60 7
7 0 0 50 8
8 0 0 50 8
9 0 0 50 8
10 0 0 50 8

La respuesta observada en ambos casos se describi6 por medio de un
modelo cuadratico, con los correspondientes coeficientes calculados por ANOVA,
de la forma descripta en el Capitulo 3 de la presente tesis.

Finalmente, se compar6 la reaccion llevada a cabo en condiciones Optimas,
con las condiciones empleadas al principio de la reaccion y se calculd el % de

optimizacion alcanzado, de la misma forma que en el Capitulo 3.

6.3.1.3. Cinética de reaccion en condiciones 6ptimas

Una vez definida las condiciones optimas de reaccion, se determino la
cinética para dicha reaccion. Para ello, se incub6 35 g/l de CAH en Tris-HCI (0,1
M, pH=8,3, 5 mM EDTA) con 800 mU/ml de PAL, a 42°C. Se tom6 muestra cada
1 h, deteniendo la reaccion en las mismas con TCA al 2% p/v, se llevd a cabo la
extraccion con acetato de etilo y se determino la DO a 290 nm.

Para corroborar la produccion de -CA y p-CA, como resultado de la
bioconversion, se tomaron las muestras de las 0, 3 y 6 h, y se determind

cualitativamente la presencia de ambos acidos por cromatografia en capa fina

(TLC).
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Para ello se utiliz6 el protocolo de Sharma et al. [133]. La cromatografia
se llevdo a cabo en placas de silica gel (10 X 15 cm), con una fase movil
constituida por cloroformo-metanol-acido acético (90:10:1). Como solucion
reveladora se empled FeCls.

Las soluciones patrones de -CA y p-CA se prepararon disolviendo 8 mg y
4 mg de las respectivas drogas en 1 ml de metanol. En cuanto a las muestras, se
dejaron secar en campana de extraccion hasta completa eliminacion del acetato de

etilo, y luego se re disolvieron en metanol.

6.3.1.4. Efecto de las proteasas en la bioconversion

Tanto los hidrolizados obtenidos por hidroélisis enzimatica, como la enzima
parcialmente purificada, pueden contener proteasas remanentes en su
composicion. Estas proteasas pueden afectar a la enzima inactivandola, en
especial en largos periodos de incubacion. Para evitar que esto suceda, es
costumbre incorporar a la mezcla de reaccion determinados inhibidores de
proteasas. Esto puede realizarse, en la medida que los mismos no afecten la
actividad de la enzima.

Con este proposito, se estudiaron dos inhibidores de proteasas: el acido
etilendiaminotetraacético, en forma de su sal disodica (EDTA-Na2), que actiia
como inhibidor de metaloproteasas y el fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF),
un inhibidor de serin proteasas.

Para el ensayo se emple6 una muestra de reaccion conteniendo 35 g/l de
CAH en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,3) con 800 mU/ml de PAL, a la cual se le
agreg6 los inhibidores de la siguiente manera:

1) 0,5 mM PMSF.

2) 5mM EDTA-Na2.

3) 0,5 mM PMSF + 5 mM EDTA-Na2

4) Control sin inhibidor.

Las muestras se incubaron toda la noche a 42°C.

Para el monitoreo de la reaccién se llevo a cabo la cuantificacion de L-Phe,
por cromatografia gaseosa de alta resolucion (HPLC), por método adaptado de
Atherton and Green [134].

Para esto, se empled un inyector Waters 717 Plus Autosampler, con un

volumen de inyeccion de 20 pl por muestra. La separacion cromatografica se
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llevo a cabo en una columna de fase reversa C18 (Waters, 150 X 4,6 mm, tamaio
de particula 5 um). La fase movil fue una mezcla de solventes conteniendo acido
fosforico (pH = 2):metanol en proporcion 80:20, la cual se suministrdé a un flujo
isocratico de 1 ml/min. El detector de absorbancia Vis-UV de fotodiodos (Waters
2996) fue operado a 257 nm.

Par el trazado de la curva estandar de L-Phe (0 a 1000 umol/l) se utilizéd
una droga patron de 99% de pureza (Biopack, Argentina). Las muestras fueron

ajustadas, para que se encuentren en este rango de concentraciones.

6.3.1.5. Bioconversion de L-Phe en hidrolizados proteicos
Para la bioconversion de L-Phe en sustratos complejos, se emplearon como
modelos, una serie de hidrolizados proteicos comerciales, de grado biotecnologico

(Tabla 6.4).

Tabla 6.4. Hidrolizados proteicos empleados.

Hidrolizado Marca Tipo de hidrolisis
Peptona acida de caseina Britania Acida

Bacto peptona Difco Enzimaética
Peptona de carne Sigma-Aldrich Enzimatica
Peptona de gelatina Merck Enzimatica
Triptona Biokar Enzimatica

Los sustratos se prepararon en concentraciones de 35 g/l en buffer Tris-
HCI (0,1 M, pH=8,3, 5 mM EDTA) y se incubaron con 800 mU/ml a 42°C por
toda la noche. Las concentraciones iniciales y finales de L-Phe se determinaron
por HPLC, de acuerdo a la técnica descripta mas arriba.

Con estos datos se calculo el % reduccion de L-Phe, como (Ecuacion 6.2):

Co = Con (6.2)

% reduccion L — Phe = -
0

Donde Cy es la concentracion inicial de L-Phe y Con es la concentracion

luego de la reaccion “overnight”.
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Otro parametro que se calcul6 fue la relacion Phe/Pr, que es la cantidad de

mg de L-Phe contenida por g de férmula proteica.

6.3.2. Aplicacion del biocatalizador inmovilizado
El biocatalizador inmovilizado, consistente en células cataliticas
inmovilizadas en esferas de Alg-Ca, fue empleado en la reduccion de L-Phe en

hidrolizados proteicos.

6.3.2.1. Pretratamiento de los sustratos proteicos

Los sustratos a emplear en la bioconversion de L-Phe en #-CA, se
prepararon en concentraciones de 35 g/l y se sometieron a dos tratamientos
previos a la bioconversion:

e FEliminacion de turbidez: Se observd en ensayos previos con hidrolizados
obtenidos por métodos 4cidos, la formaciéon de turbidez cuando se
incorporaban las esferas de Alg-Ca. Luego de estudiar este problema se
descubrid que agregando CaCl, concentrado (5 M) al hidrolizado, éste
producia la misma turbidez, la cual podia ser eliminada mediante
centrifugacion a 8800 rpm por 10 min. Se concluy6 que dicha turbidez se
puede deber a la formacion de Ca SOg4, ya que muchos de estos productos
son hidrolizados con H,SOy, con lo que se podria presumir la presencia de
restos de sulfato en el producto comercial. Para estandarizar el tratamiento,
todos los hidrolizados, independientemente de su origen, fueron sometidos
a este tratamiento.

e Inactivacion de proteasas: Los sustratos obtenidos por hidrolisis
enzimdatica pueden contener actividad proteolitica residual y, por ende,
afectar la enzima. Para evitarlo, los hidrolizados se sometieron a
tratamiento térmico a 80°C por 15 min, en constante agitacion. Con la
finalidad de estandarizar las muestras, este mismo tratamiento se repitid en

todos los hidrolizados, independientemente de su origen.
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6.3.2.2. Bioconversion de L-Phe en hidrolizados proteicos
Para determinar la eficacia del biocatalizador inmovilizado, en la
reduccion de L-Phe en hidrolizados proteicos, se emplearon como hidrolizados

modelo, los sustratos que se muestran en la Tabla 6.5.

Tabla 6.5. Sustratos proteicos empleados en la bioconversion de PAL.

Hidrolizado Marca Tipo de hidrolisis
Tripticasa de soja Becton Enzimatica
Hidrolizado de soja y caseina Daigo Enzimatica
Hidrolizado acido de caseina Oxoid Acida
Casaminoécidos Daigo Acida

Estos hidrolizados fueron preparados en concentraciones de 35 g/l en
buffer Tris-HCI (0,1 M, pH=8,5, 1 mM de EDTA). Por otro lado, las esferas se
agregaron en una concentracion equivalente a 10 mg/ml de células cataliticas. La
incubacion se llevo a cabo a 50°C y se tom6 muestra cada 1 h. La cinética de
reaccion se siguié mediante la dilucion 1:100 de las muestras y la determinacion
de la DO a 290 nm.

Adicionalmente, se cuantificd la L-Phe en las muestras iniciales y finales
(6 h), mediante HPLC. El cromatégrafo usado para estos ensayos es Shimadzu,
con una columna Mightysil RP-18 GP (4.6 x 250 mm). Se inyect6 un volumen de
muestra de 5 pl y se corrid con una fase moévil consistente en acido fosforico
(pH=2,5): metanol en una proporcion 80:20, con un flujo isocratico de 0,6 ml/min.
Se utilizoé un detector de fotodiodos Shimadzu el cual fue operado a 257 nm. La
curva de calibracion de L-Phe (0 a 1000 umol/l) fue preparada con una droga
patron de 99% de pureza (Wako).

Finalmente, con los resultados al inicio y al final de la reaccion, se

determinoé el % de reduccion de L-Phe, empleando la férmula 6.1.
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6.4. Resultados y Discusion

6.4.1. Empleo de PAL parcialmente purificada
PAL parcialmente purificada fue empleada en forma soluble, como
alternativa a la utilizaciéon de las células cataliticas inmovilizadas, para la

reduccion de L-Phe en hidrolizados proteicos.

6.4.1.1. Optimizacion de las variables de reaccion

La reacciéon de bioconversion de L-Phe en hidrolizados proteicos se
optimizo6 en cuanto a: concentracion del biocatalizador, concentracion de sustrato,
pH y temperatura.

Primeramente, se optimizd la concentracion de PAL en la mezcla de
reaccion (0-280 mU/ml) y la concentracion de CAH (0-50 g/1), empleando RSM
mediante disefio de Dochlert. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla

6.6.

Tabla 6.6. Resultados obtenidos a partir de RMS de CAH vs. PAL.
Exp. DOzg()

[y

11,34 £0,19
16,42 £0,12
10,73 £0,12
0,06 £ 0,01
0,03 £0,01
0,08 £ 0,01
9,73 £0,09
9,85+0,12

Nl R N “ )Y I - VS T\

9,68 £0,17

[S—
(e

9,77+ 0,12

A partir del analisis ANOVA para el RSM, se obtuvo que tanto la
concentracion de CAH como la concentracion de PAL son factores
estadisticamente significativos en la DO,g (Tabla 6.7), directamente relacionada

con la actividad (p< 0,05).
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Tabla 6.7. Significancia de CAH y PAL, analizados por RMS (R*= 0,9823).

Factor

p

CAH
PAL

Lack of fit

0,002
0,000
0,000

Como podemos ver en la Tabla 6.7. el lack of fit es significativo, sin

embargo el R? es lo suficientemente grande para desestimarlo.

A partir de los coeficientes de regresion, obtenidos a partir del ANOVA

(Tabla 6.8), se puede armar el modelo cuadratico, de acuerdo a la Ecuacion 3.9

(Ver Capitulo 3). En este modeloi=1es CAHei=2es el PAL.

Tabla 6.8. Coeficientes de regresion para RMS de CAH y PAL.

Coeficiente

Valor

Bo
P
P2
P
P2
P2

9,76
4,72
7,80

-4,06
-2,57

3,25

El modelo cuadratico que representa la respuesta observada, se muestra a

continuacion:

DO0,99 = 9,8 + 4,7CAH + 7,8PAL — 4,1CAH? — 2,6PAL? + 3,2CAH PAL (6.3)

Esta respuesta (ODagy), expresada en funcion de los factores

(concentracion de CAH y PAL), se puede visualizar en un grafico de contorno.
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Figura 6.2. Grafico de contorno de la influencia del CAH y PAL en la DOxy.
Incubacion: 30°C, pH=8, 2 h de reaccion.

Como podemos ver en la Figura 6.2, el modelo propuesto no es aplicable a
concentraciones bajas de CAH y PAL. Por otro lado, la DO;9y se incrementa, a
medida que aumenta la concentracion de CAH y PAL. Es logico pensar que a
mayor concentracion de ambos reactantes, mayor sera el +-CA y p-CA formado.
Teniendo en vista la aplicacioén, es preferible aumentar la concentraciéon de
sustrato lo mas posible, ya que no es conveniente diluir el sustrato para el
tratamiento enzimatico para luego tener que volver a concentrarlo o bien secarlo
para su envasado. Incremento de concentraciones de CAH, mayores a los
empleados en el disefio, no son posibles debido a que 50 g/l es el limite de la
solubilidad de este sustrato, a temperatura ambiente. Es por ello, que para mejorar
el sistema, una alternativa es incrementar ain mas la concentracidon enzimatica.
Como la enzima se encuentra libre en solucion, el agregado de la misma producira
un cambio de volumen, es por ello que se utilizard como maximo concentraciones
de 35 g/l. Para esta concentracion fija de CAH, se ensayaron incrementos

sucesivos de PAL.

| 197
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Como puede verse en la Figura 6.3, a valores cercanos a los 800 mU/ml la
curva se comienza a volver asintotica. Por ende mayores concentraciones de PAL

no significardn un incremento significativo de la OD»gy.

25

20 A

15 A

ODZQO

10 A

0 T T T T
0 200 400 600 800 1000

PAL (mU/ml)

Figura 6.3. Efecto de la concentracion de PAL en la DO,y

Por otro lado, se optimizo el pH (7 a 9) y la temperatura (30-70°C), de
forma similar que en el ensayo anterior, empleando el disefio hexagonal de

Doehlert. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 6.9.

Tabla 6.9. Resultados obtenidos a partir de RMS de temperatura vs. pH.
Exp. DO 200

—_

0,05 £0,01
4,55 +0,03
10,91 £ 0,05
4,85 +0,03
4,21 £ 0,01
2,50 £0,07
9,14 £ 0,04
9,57 £ 0,08
9,51 +£0,03
9,72 £ 0,04

O o0 9 N n kA~ W

—
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A partir del andlisis ANOVA para el RSM, se obtuvo que tanto la
temperatura como el pH, son factores estadisticamente significativos (p<0,05) en

la DOy y por lo tanto, en la actividad PAL (Tabla 6.10).

Tabla 6.10. Significancia de temperatura y pH, analizados por RMS (R*= 0,9842).

Factor p
Temperatura 0,002
pH 0,003
Lack of fit 0,012

Si bien el lack of fit es significativo (p<0,05), el R? es lo suficientemente
elevado para desestimarlo.

A partir de los coeficientes de regresion obtenidos por ANOVA (Tabla
6.11), se puede armar el modelo cuadratico, de acuerdo a la ecuacion 3.9 (Ver

Capitulo 3). En este modelo i = 1 es Temperaturae i =2 es pH.

Tabla 6.11. Coeficientes de regresion para RMS de temperatura y pH.

Coeficiente Valor

Bo 9.485
B, -2.944
By 2.525
B1, -7.037
B -2.909
B1s -2.684

El modelo cuadratico que representa la respuesta observada, se muestra a

continuacion:

DO0,99 = 9,5 — 2,9T + 2,5pH — 7,0T% — 2,9pH? — 2,7T pH (6.4)

Esta respuesta (ODy99), expresada en funcion de los factores (temperatura

y pH), se puede visualizar en un grafico de contorno.
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Figura 6.4. Grafico de contorno de la influencia de temperatura y pH en la DO,y.

CAH: 10 g/l y PAL: 140 mU/ml.

Como puede apreciarse en la Figura 6.4, el efecto conjunto del pH y
temperatura tiene un punto 6ptimo de operacion de ~42-43°C y un pH de ~8,6-
8,7. En cuanto a la temperatura, se puede observar que tiene un Optimo de
temperatura muy similar al determinado previamente para la enzima pura (Ver
Capitulo 4). Respecto al pH, se encuentra en el rango reportado como 6ptimo por
Ogata et al. [30]. Para determinar el efecto de ambas variables (temperatura y pH)
en la bioconversion de PAL, se compara la reaccion en condiciones estandar de

ensayo respecto a las condiciones Optimas (Tabla 6.12).

Tabla 6.12. Mejora alcanzada mediante la optimizacion de la temperatura y el pH.

CAH: 35 g/l y PAL: 800 mU/ml.

Parametro Condicion inicial ~Condicion optima
Temperatura (°C) 30 42

pH 8 8,5

DOa9g0 25,46 57,28

% optimizacion 100 224
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La optimizacion de la temperatura y el pH permitieron aumentar mas de

dos veces, la DOy9 y, por ende, la actividad PAL.

6.4.1.2. Cinética de reaccion en condiciones éptimas
La cinética de reaccion en condiciones 6ptimas (35 g/l CAH, 800 mU/ml
PAL, pH: 8,3 y temperatura: 42°C), se determind por medida de DOy a

diferentes tiempos de reaccion.
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Figura 6.5. Cinética de reaccion de PAL en condiciones dptimas.

Correlacion: y=9,172 x + 28,345 (R2 =0,987).

Como puede observarse en la Figura 6.5, la cinética de reaccion en las
primeras horas muestra una tendencia lineal, con lo cual, se puede inferir que no
hay limitaciones de ningun tipo (difusivas, inhibicion).

Con la finalidad de determinar si en la fase organica analizada esta
presente el -CA y el p-CA, se llevo a cabo una TLC, a las 0, 3 y 6 h. Los
resultados pueden observarse en la Figura 6.6.

En la Figura 6.6 pueden distinguirse dos compuestos coloreados (naranja y
amarillo), los cuales coinciden con los patrones de ~CA (color amarillo) y p-CA
(color naranja). Los compuestos identificados como tales so6lo se encuentran
presentes a las 3 h de reaccion y a las 6 h de reaccion, no encontrandose en la

muestra inicial a tiempo 0 h.



202 | CAPITULO 6. EMPLEO DE PAL EN LA REDUC...

ACIN ACUM POh P3h P6h

Figura 6.6. TLC para identificar los productos de reaccion.

ACIN: +-CA y ACUM: p-CA.

Estos resultados demuestran que en la reaccion se lleva a cabo
simultaneamente la conversion de L-Phe en -CA y la L-Tyr en p-CA. El hecho
que se verifiquen ambas reacciones a la vez es indeseable, ya que la L-Tyr es un
aminoacido esencial para los pacientes con PKU. Debido a que PAL (EC
4.3.1.25), actia sobre ambos sustratos, se debera adicionar este aminoacido al
producto final obtenido. Si bien existe la alternativa de emplear PAL (EC
4.3.1.24), la cual unicamente actiia sobre L-Phe, ésta enzima estd presente en
plantas superiores, las cuales se caracterizan por tener una actividad
considerablemente menor y su aislamiento y purificacion resulta mas engorroso

[29].

6.4.1.3. Efecto de las proteasas en la bioconversion

El efecto de las metaloproteasas y las serin proteasas en la bioconversion
empleando PAL parcialmente purificada se evalué mediante una reaccion durante
toda la noche, en la cual se adicionaron EDTA y PMSF como inhibidores, asi

como la combinacion de ambos.
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Tabla 6.13. Tratamiento con inhibidores de proteasas.
CAH: 35 g/l, PAL: 800 mU/ml, pH: 8,3, temperatura:42°C y tiempo de incubacion: overnight.
Concentraciones de inhibidores: 5 mM de EDTA y 0,5 mM de PMSF.

Tratamiento  L-Phe inicial (umol/l) L-Phe final (umol/l) % Reduccion

PMSF 4805 1164 76
PMSF+EDTA 4917 376 92
EDTA 4891 369 92
Sin inhibidor 4992 1134 77

Analizando la Tabla 6.13, podemos observar que se obtuvo una mayor
conversion (92%) empleando EDTA, como inhibidor de metaloproteasas. Por otro
lado, no se obtuvo ningun beneficio respecto al uso combinado con PMSF. Por su
parte, el tratamiento solo con PMSF alcanz6 practicamente la misma conversion
que el sistema sin inhibidor (76-77%). A partir de estos resultados podemos
inferir la presencia de metaloproteasas en la mezcla de reaccion. Debido a que el
CAH es obtenido por hidrolisis acida, es probable que la metaloproteasa esté
presente en la enzima parcialmente purificada. Al comparar los % de reduccion,
podemos concluir que, en periodos largos de incubacion, la se ve afectada por la

presencia de proteasas.

6.4.1.4. Bioconversion de L-Phe en hidrolizados proteicos

PAL parcialmente purificada se empled en forma soluble en la reduccion
del contenido de L-Phe en sustratos complejos. Como modelo de estudio se
emplearon diferentes hidrolizados proteicos comerciales. Dichos hidrolizados, en
concentraciones de 35 g/l en buffer Tris-HCl (0,1 M, pH=8,3, 5 mM EDTA)
fueron tratados con 800 mU PAL/ml, a 42°C, por el transcurso de la noche.

Se cuantifico la L-Phe mediante HPLC, empleando una curva estandar de
L-Phe (R*= 0,9998).

Como podemos ver en la Tabla 6.14, en general se lograron elevados % de
reducciones (80-100%). Las diferencias entre uno y otro son atribuibles a
multiples factores, entre ellos, la diversificacion entre las fuentes proteicas, el
proceso de hidrdlisis, la presencia de proteasas no identificadas, sustancias

inhibidoras, etc.
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Tabla 6.14. Bioconversion en sustratos proteicos con PAL parcialmente purificada.

Tratamiento Reduccién (%) L-Phe final (umol/l) Phe/Pr (mg/g)
Peptona 4cida de caseina 94 172 1,6

Bacto peptona 84 806 7,6

Peptona de carne 81 852 8,0

Peptona de gelatina 100 ND 0

Triptona 100 ND 0

Aun en aquellos hidrolizados en los cuales la reduccion no fue completa,
la maxima concentracion de L-Phe libre remanente es del 850 umol/l. En el caso
hipotético en el que consideremos que de los 35 g/l de sustrato, 50% son
proteinas, la méaxima relacion Phe/Pr que podria alcanzarse es de 8 mg/g. Si
observamos en la Tabla 2.5 (Ver Capitulo 2), podemos ver que para la variante
mas severa de la enfermedad (PKU clasica), se recomienda un consumo de
proteina, contenida en formulas de aminoacidos (PrXPhe), de hasta 2,5-3 g/kg/dia,
para un nifio de < 1 afio de vida. A su vez, los pacientes deben consumir un
minimo de L-Phe, para el desarrollo fisico y mental normal, equivalente a 35-50
mg/kg/dia. El cociente mas exigente obtenido a partir de estos indices, da un valor
Phe/Pr = 12. Este valor es mayor que la cantidad de L-Phe suministrada a partir de
las muestras tratadas, con lo cual no constituiria un problema per se.

En resumen, la enzima parcialmente purificada resultd ser una alternativa
interesante para la reduccion de L-Phe en sustratos de origen proteico. A partir de
la optimizacion de las variables de proceso, se obtuvieron ventajas considerables
respecto a las condiciones estandar de reaccion.

Si bien se lograron % de reduccion elevados, el hecho de colocar enzima
en forma soluble en la mezcla de reaccion trae aparejado una serie de
inconvenientes, a saber:

e Presencia de actividad proteolitica residual en el extracto de PAL
parcialmente purificado.

e Pérdida de la enzima. Debido a que la enzima se encuentra en solucion,
debe ser inactivada para extraerla de la mezcla de reaccion. Esto hace que

el proceso se vuelva poco rentable, al no poder reutilizar el biocatalizador.
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e Hay reportes publicados de que la presencia de enzimas exodgenas en

alimentos ha provocado algunas reacciones alérgicas.

6.4.2. Aplicacion del biocatalizador inmovilizado

El biocatalizador consistente en células cataliticas inmovilizadas en esferas
de Alg-Ca, se caracterizé previamente para la reduccion de L-Phe (Ver Capitulo
5). En este capitulo se aplicard dicho biocatalizador en la reduccion de L-Phe en

sustratos complejos, empleando como modelo hidrolizados proteicos.

6.4.2.1. Cinética de bioconversion
Como ya se detalld previamente, se emplearon hidrolizados proteicos
modelos, a saber: tripticasa de soja (TS), hidrolizado de soja y caseina (CSH),

hidrolizado acido de caseina (CAH) y casaminoacidos (CAAS).

60

50 A

40 -

DO290

30 A

10 T T
1 2 3 4 5

Tiempo (h)

Figura 6.7. Cinética de reaccion con sustratos complejos.
Sustratos: TS (e), CSH (o), CAAS (A) y CAH (V¥ ). CAH: 35 g/1, biocatalizador: 10 mg/ml

equivalente de células cataliticas, pH: 8,5 y temperatura: 50°C.

En la Figura 6.7 podemos observar que las cinéticas de todos los sustratos
empleados comienzan a estacionarse en un valor maximo a partir de las 5 h. El
hecho que la cinética de reaccion no sea lineal, puede deberse a alguna inhibicion
o bien a que la concentracion de L-Phe decrecid y, por ende, la velocidad de

reaccion. Para determinar la razon y debido a la presencia de interferencias, debe
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llevarse a cabo la cuantificacion de L-Phe por HPLC, en las muestras finales

obtenidas.

6.4.2.2. Bioconversion del biocatalizador inmovilizado con
sustratos complejos

El contenido de L-Phe en las muestras obtenidas luego de 6 h de
tratamiento de los hidrolizados proteicos con células cataliticas inmovilizadas se
cuantificé por HPLC. La cuantificacion se llevo a cabo mediante contraste con

curva patrén de L-Phe (0,9998).

Tabla 6.15. Bioconversion en sustratos proteicos con el biocatalizador inmovilizado.
CAH: 35 g/], biocatalizador: 10 mg/ml equivalente de células cataliticas, pH: 8,5, temperatura:

50°C y tiempo de reaccion: 6h.

Tratamiento  L-Phe inicial (umol/l) L-Phe final (umol/l) % reduccion

TS 3240 ND 100
CSH 4270 ND 100
CAH 4890 ND 100
CAAS 4320 ND 100

Como podemos ver en la Tabla 6.15, todos los tratamientos lograron un %
de reduccion del 100% de L-Phe, luego de 6 h de tratamiento.

A modo de ejemplo, se presenta el cromatograma de CAAS, antes y
después del tratamiento (Figura 6.8). En éste, podemos ver la desaparicion del
pico de L-Phe presente en la muestra original, luego de someter al sustrato al
tratamiento propuesto.

A partir de los resultados obtenidos con las células cataliticas
inmovilizadas se puede concluir que el biocatalizador obtenido es eficiente en
conversion de L-Phe, aun en sustratos complejos. La bioconversion total de la L-
Phe libre se logro obtener en 6 h de tratamiento, mejorando contundentemente los
tiempos requeridos por la enzima parcialmente purificada en solucion. Ademas,
debido a que el biocatalizador se encuentra inmovilizado, puede recuperarse

facilmente de la mezcla de reaccion y volverse a utilizar.
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Figura 6.8. Cromatograma de CAAS tratada con el biocatalizador inmovilizado.

Adicionalmente, ni el sustrato ni el producto de reaccion son contaminados
por el biocatalizador, el cual es retirado de la mezcla de reaccion sin dejar
residuos. Este hecho reviste importancia para el producto final, ya que cualquier
sustancia enddgena, podria ocasionar reacciones alérgicas a los consumidores.

Este proceso biotecnologico para la reduccion de L-Phe en hidrolizados
proteicos puede ser facilmente incorporado en la linea de produccion de
hidrolizados proteicos, luego de la inactivacion de enzimas proteolitica y la
separacion de fases. Debido a que PAL acttia sobre la L-Phe libre, se requiere un
elevado DH o bien, es posible separar la mezcla de aminoacidos del resto de los
péptidos por medio de membranas filtrantes o columnas de filtracion en gel. Estos
procesos son habituales cuando se intenta estandarizar el hidrolizado en
determinados patrones de pesos molecular.

Una alternativa a la adaptacion del proceso biotecnoldgico a los
hidrolizados comerciales, es el disefio completo de un hidrolizado proteico
obtenido por protedlisis especifica, para los fines propuestos. Una alternativa
podria ser el uso de quimotripsina como endopeptidasa, especifica para Phe, Tyr,

Trp (Ver Tabla 6.1), seguido por el tratamiento con exopeptidasas especificas,
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como podria ser una carboxipeptidasa A, para liberar la L-Phe. Seguidamente, la
L-Phe presente en el hidrolizado, se eliminaria mediante el método biotecnologico
propuesto. Esto podria conservar algunos péptidos en el producto final, lo cual es
importante para la obtencion de un producto con propiedades funcionales mas
similares a la proteina original.

En definitiva, existen infinitas alternativas a explorar, para la fabricacion
de hidrolizados proteicos libres en L-Phe, las cuales son factibles de adaptar en las

industrias locales.
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Capitulo 7

Conclusiones y proyecciones

6.1. Conclusiones generales

En esta tesis se propuso el desarrollo de un método biotecnologico, para la
reduccion del contenido de L-Phe en hidrolizados proteicos. Para alcanzar este
objetivo, se llevaron a cabo 3 pilares fundamentales: la obtencién del
biocatalizador, la inmovilizacion y caracterizaciéon del mismo y su aplicacion en
sustratos proteicos complejos.

En lo que respecta a la obtencion del biocatalizador, se logré disefiar un
medio de cultivo semi-sintético optimo para la produccion de PAL. Dicho medio
se obtuvo a partir de la optimizacion de sus componentes, resultando ser el Mg ™
el factor mas significativo en las mejoras logradas. Con la optimizacion de las
concentraciones de Mg™ y tiempo de cultivo, se logré mejoras de hasta el 230%
en lo que respecta a actividad volumétrica PAL, tomando como referencia un
medio de cultivo 6ptimo reportado previamente. Una vez obtenido el medio, se
cultivo la cepa productora y se recuperd el biocatalizador en forma de células
cataliticas, mediante permeabilizacion selectiva de la membrana, por liofilizacion.
Las células obtenidas resultaron tener caracteristicas Optimas para su empleo
como catalizador, a la vez que su tecnologia de obtencion es sencilla y econdmica.

El segundo pilar abordado en la tesis fue la inmovilizaciéon y
caracterizacion del biocatalizador. Las células cataliticas fueron eficientemente
inmovilizadas por atrapamiento en Alg-Ca. El biocatalizador inmovilizado fue
caracterizado evidenciando determinadas propiedades que lo hacen apto para su
empleo de acuerdo a los fines establecidos. En contraste, la enzima purificada
inmovilizada por inclusion en membranas, fue eficiente en la remocion de L-Phe
para soluciones diez veces mas diluidas, con lo cual se lo descart6 para su empleo.

Finalmente, en lo que respecta a la aplicacion, el biocatalizador,

consistente en células cataliticas inmovilizadas en Alg-Ca, resulto eficiente para la
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remocion de L-Phe en hidrolizados proteicos, logrando la completa eliminacion de
L-Phe libre en 6 h de tratamiento. La enzima parcialmente purificada también
logro buenos resultados; sin embargo, la reduccién en muchos casos no fue
completa y requiri6 largos periodos de incubacion.

Por todo lo expresado anteriormente se concluye que el método
biotecnolédgico disefiado es una alternativa factible, econdmica y sencilla para la
reduccion de L-Phe en sustratos proteicos. Este método es facilmente incorporable

a las lineas de produccion de hidrolizados proteicos, en las industrias locales.

6.2. Conclusiones particulares

A lo largo del desarrollo de la tesis, se pueden extraer una serie de
conclusiones particulares, las cuales se mencionan a continuacion:

e En lo que respecta a la induccion de PAL, ninguna de las estrategias
analizadas resulto eficaz en la produccion y estabilizacion de la enzima.
Debido a ello, se concluyd que el sistema batch con induccion durante el
crecimiento, es el método mas conveniente para la produccion de la
enzima.

e Las FCE mas aptas para la produccion de la enzima fueron el sorbitol y la
melaza de soja, debido a que permitieron obtener elevadas actividades
volumétricas, resultante de una alta actividad especifica y una elevada
productividad de biomasa. La melaza de soja resulté ser una FCE muy
atractiva, ya que constituye un residuo industrial. En cuanto a las FN, no
tuvieron influencia considerable en la actividad PAL; sin embargo, se
obtuvieron buenos resultados empleando peptona de caseina.

e La utilizacioén de disefios experimentales logrd facilitar el analisis de una
gran cantidad de variables de forma sencilla, rdpida y con un reducido
nimero de experimentos.

e El Mg™ fue el unico componente del medio de cultivo que introdujo
mejoras significativas en la actividad PAL. Sin embargo, no se evidencio
el efecto estabilizador de PAL, observado durante el almacenamiento de la
enzima in vitro. Por su parte, el tiempo de cultivo es un pardmetro que
debe tenerse en cuenta, ya que la actividad especifica de la enzima

presenta un maximo en la fase exponencial tardia. El medio de cultivo
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optimo desarrollado logré incrementar en hasta 243% la produccion de
biomasa, 150% la actividad especifica de PAL y 230% la actividad
volumeétrica de PAL.

En lo que respecta a la recuperacion y caracterizacion del biocatalizador,
se logré obtener células cataliticas permeabilizadas mediante liofilizacion.
Esta técnica resultd ser sencilla e inocua para la permeabilizacion de la
cepa en cuestion. Las células permeabilizadas presentan elevada actividad
especifica, logrando la bioconversion total de una solucion de L-Phe 1 mM
en menos de 3 h. En cuanto al efecto de la temperatura, las células
cataliticas son relativamente estables hasta 60°C, en cortos tiempos de
exposicion. La temperatura Optima de las mismas resultd cercana a los
50°C, brindando mejoras considerables, respecto a la temperatura de
trabajo normal. Adicionalmente, las células resultaron estables durante el
almacenamiento en condiciones de refrigeracion, manteniendo el 90% de
su actividad luego de 5 dias.

El soporte empleado para la inmovilizacion de las células cataliticas
resultd ser de facil preparacion, econdmico, inocuo y versatil, y su vez,
permitio retener un equivalente de hasta 70% de la actividad respecto a la
células libres. El biocatalizador inmovilizado resultd ser eficaz para la
bioconversion total de soluciones 1 mM de L-Phe en 3 h, empleando bajas
concentraciones celulares. En cuanto al efecto de la temperatura, el
biocatalizador inmovilizado confiere mayor estabilidad a las células
cataliticas, en relacion a su estado libre. La temperatura Optima para el
sistema inmovilizado es practicamente la misma que para las células
libres. Por otro lado, el biocatalizador inmovilizado logr6 ser reutilizado
reiteradamente sin perder actividad. Sin embargo, en largos tiempos de
incubacion, el biocatalizador se vio afectado en su estructura, debido a los
esfuerzos mecanicos a los que fue expuesto. Por ultimo, las células
cataliticas inmovilizadas en Alg-Ca lograron deshidratarse mediante una
técnica simple y econdmica, hasta un 87% de humedad y se almacenaron a
temperatura ambiente por extensos periodos de tiempo, manteniendo el
60% de su actividad original, luego de transcurridos 2 afios.

La enzima pura inmovilizada en membranas no logr6 el desempefio

esperado, debido a problemas de indole difusivos. Cambiando el reactor de
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columna por el tanque agitado, se lograron eliminar los problemas de
difusion externa. Por otra parte, el efecto de la barrera de difusion interna
se logro disminuir, mediante la utilizacion de membranas de menor
espesor, logrando asi la bioconversion de una solucion 0,1 mM de L-Phe
en ~5 h. Debido al costo implicado en las multiples etapas de purificacion
del biocatalizador, sumado a la necesidad de emplear sustratos diluidos
para alcanzar bioconversiones totales en tiempos razonables, se concluyd
que este sistema no es aplicable para nuestros propositos.

e La técnica desarrollada para medir indirectamente la actividad en sustratos
complejos, basada en la extraccion de ~-CA con solventes organicos y la
dilucién de hasta 100 veces de la mezcla de reaccion, permitid llevar a
cabo el seguimiento de la misma, en forma rapida y sencilla.

e Para la enzima parcialmente purificada en solucion, se obtuvo una mejora
considerable mediante la optimizacién de los parametros de reaccion,
sumado a la incorporacion de inhibidores de proteasas. Una vez
concretadas estas mejoras, se logrd una reduccion entre el 80 y 100% de L-
Phe en hidrolizados proteicos concentrados, luego de una noche de
incubacion.

e Finalmente, las células cataliticas inmovilizadas resultaron eficaces en la
remocion completa de L-Phe libre en hidrolizados proteicos concentrados,
tras 6 h de reaccion. El biocatalizador inmovilizado pudo recuperarse
facilmente y reutilizarse nuevamente, ofreciendo claras ventajas respecto a

la enzima parcialmente purificada.

6.3. Proyecciones futuras

El aporte realizado en esta tesis, es s6lo el primer paso para el desarrollo
en nuestro pais de hidrolizados proteicos libres en L-Phe, aptos para pacientes con
PKU.

Como se explico al final del Capitulo 6, existen amplias alternativas, que
tienen que ver con la adecuacion del sustrato, las cuales requieren estudios mas
profundos, que escapan al alcance de esta tesis.

Es fundamental en estos casos, la vinculacion con expertos en las areas de

estudio. Nuestro trabajo fue muy enriquecido mediante los valiosos aportes del
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Prof. Adachi, Profesor Emérito de la Universidad de Yamaguchi, con el cual tuve
la oportunidad de trabajar reiteradamente, tanto en el CINDEFI, como en su
laboratorio en Japon.

Dado que la tematica estd directamente relacionada con la medicina, y
teniendo en cuenta nuestras limitaciones en este campo, nos contactamos
oportunamente con el Dr. Osvaldo Borrajo, quien se despefia como Director del
Programa de Deteccion de Errores Congénitos del Metabolismo en la Fundacion
Bioquimica Argentina. El Dr. Borrajo nos viene asesorando en cuestiones
vinculadas a PKU, desde hace ya un par de afios. Actualmente, nos encontramos
trabajando en conjunto en el desarrollo de materiales de referencia para la
pesquisa neonatal de PKU, empleando PAL inmovilizada [135].

PAL tiene mucho potencial relacionado a PKU, tanto en cuestiones
vinculadas al tratamiento clinico, como en la produccién de sustitutos dietarios.
Para el abordaje de estos temas, considero fundamental la formacion de un grupo

de trabajo multidisciplinario.
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Anexo 1

Correlacion DOggo-peso seco

Para la determinacién de la correlacion entre el peso seco de la biomasa y
la medida de DO, se llevd a cabo una cinética de crecimiento y se extrajeron
muestras a diferentes tiempos por duplicado. A cada muestra se le determind, por
un lado, Ia DO a 660 nm, empleando un espectrofotdometro Beckman modelo DU,
llevando a cabo las diluciones necesarias para que la muestra se encuentre en un
rango de DO = 0,1-0,7, donde se cumple la ley de Beer de proporcionalidad entre
DO y concentracion. Por otro lado se determind el peso seco de la muestra,
lavando la biomasa tres veces con agua destilada para eliminar restos de medio de
cultivo, y finalmente colocando 1 ml de cada muestra en un recipiente
previamente tarado. Estos recipientes se colocan en estufa a 100°C por 24 h hasta
peso constante. La diferencia entre el peso total y la tara del recipiente, es el peso
seco. Con estas dos medidas se construye una curva de calibracion como se

muestra a continuacion:

DOEEDNm)
S

0 1 z 2 4
Peso seco (mg/ml)

Figura A1. Curva de calibracion DOggy y peso seco.

Correlacién: y=1,9315 x (R*=0,9936)
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Anexo 2

Recuento en camara de Neubauer

Para la estandarizacion del inoculo, se suele preparar una suspension
celular sobre la cual se lleva a cabo el recuento de unidades formadoras de
colonias en camara de Neubauer. Este término no es el mas adecuado en este caso,
ya que el recuento efectuado es total, por lo tanto incluye células que pudieran
estar muertas. Para un recuento mas preciso puede llevarse a cabo la tinciéon con
azul de metileno, la cual colorea las células muertas, con lo cual puede
determinarse la viabilidad. Sin embargo en células frescas (no mas de una
semana) la viabilidad es mas del 99%, con lo cual puede obviarse este paso.

La camara de Neubauer es una placa gruesa en forma de portaobjeto, la
cual en general presenta dos reticulas de recuento, una superior y una inferior,

separadas por una ranura de rebalse (Figura A2).

-
Depth I3,
me.,f,'.}eu, IMPROVED
0,100mm
- b |
#RECICOLOR
0.0025 mm?2 v T

Figura A2. Camara de Neubauer.

Cada una de las reticulas mide 3 X 3 mm y contiene 9 rectangulos de 1 X
1 mm (Figura A3). El rectdngulo del centro es el mas usado para recuento de
levaduras. En las cdmaras mas comunes, dichos rectangulos estan formados por
25 cuadrados pequenos de 0,2 X 0,2 mm, que son los que se observan al
microscopio a un aumento de 40 X. Si la dispersion celular es buena, es suficiente
con contar 5 de los 25 cuadrados pequefios de cada reticula (cuatro cuadrados de

los vértices y el central) y multiplicarlos el valor obtenido por 5.
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Figura A3. Zona de recuento de la camara de Neubauer.

El procedimiento de recuento implica hacer diluciones seriadas de la
dispersion celular (generalmente 1:100) y cargar la placa por capilaridad,
apoyando la pinta de la pipeta sobre el cubreobjeto aplicado sobre las zonas de
recuento. Una vez enfocado el campo optico sobre los cuadrados pequefios se
cuentan todas las células que estan delimitados por las triples lineas. En caso de
que las células toquen las lineas que delimitan el cuadrado se toma como
convencion contar aquellas que tocan la linea del centro para adentro. Las
levaduras gemadas, se cuentan como dos, solo en el caso de que la hija sea del
mismo tamafio que la madre.

La cantidad de UFC/ ml se calcula de la siguiente manera:

e Cantidad de células contadas: es el promedio de ambos campos de

recuento.

e Volumen de zona de recuento:

V = Superficie * espesor
V =(0,1cm)?* 0,01 cm = 10~ *cm3

e Recuento total:

UFC) fd

Concentracion (—

X
ml vV



Anexo 3

Curva de calibracion de glucosa

La determinacion de glucosa se lleva a cabo mediante kit enzimatico
Thermo Scientific. Este kit colorimétrico estd compuesto por las enzimas glucosa
oxidasa/peroxidasa (GOD/POD), las cuales reaccionan con la glucosa presente en
el medio formando dacido gluconico y liberando peroxido de hidrogeno.
Posteriormente, el peroxido de hidrogeno reacciona con el dacido p-
hidroxibenzoico y la 4 aminoantipirina, dando como resultado un complejo rojo,

cuya intensidad es proporcional a la cantidad de glucosa presente en la muestra.
GoD o
Glucosa — Ac. glucénico + H,0,

H,0, + p — HBA +4 — AAP IE complejo rojo + H,0
Los reactivos con los patrones se incuban a 37°C por 10 min, y el color se
mide espectrofotométricamente a 505 nm.
Es recomendable hacer una curva de calibracion junto con las muestras, ya
que pequefias variaciones en las condiciones de reaccion, o bien en el estado de
los reactivos, pueden influir mucho en los resultados. Una curva patrén tipo, se

muestra a continuacion:

0,25 A

0,20 A

DO(505 nm)
o
o

0,10 1

0,05

0,00

T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1.2

Glucosa (g/l)
Figura A4. Curva de calibracion de glucosa.

Correlacion: y=0,2591x (R*=0,9936)
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Anexo 4

Determinacion de py Ty

Los parametros p y Tqson utiles a la hora comparar diferentes curvas de
crecimiento, ya que permiten determinar la velocidad a la cual se esta produciendo
biomasa. Dentro de la curva de crecimiento de un microorganismo en un sistema
batch, la etapa de mayor produccion de biomasa es la fase de crecimiento
exponencial. En dicha fase se cumple lo siguiente:

X =X, eHt

Aplicando logaritmo natural a ambos miembros:

InX =InX, + ut

Esta ultima formula representa la ecuacion de una recta que relaciona In X
con el tiempo, cuya pendiente es igual a p. De esta manera, con los datos del peso
seco del cultivo durante la fase exponencial se puede calcular el valor de pu por
regresion lineal. Este valor se define como velocidad especifica de produccién de
biomasa y tiene unidades de h™. Cuando mayor es el valor de p, mayor es la
productividad de biomasa.

Un parametro andlogo, que permite visualizar rapidamente la relacion
biomasa-tiempo, es el tiempo de duplicacion celular (T4). Como lo dice su nombre
es el tiempo que tarda duplicar la biomasa al doble de lo que hay inicialmente.
Volviendo a la ecuacion de crecimiento en fase exponencial:

X/X, = ekt
In(X/X,) = ut
Por definicion cuando X=2X, t =T, por lo tanto:
Ty = In(2)/u
De modo que a partir del valor de p puede calcularse facilmente el Ty, el

cual es menor, cuanto mayor sea la productividad de biomasa.
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