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OBTENCION DE L-TIROSINA EMPLEANDO COMO BIOCATALIZADOR CELULAS

DE Citrobacter intermedius CON ALTA ACTIVIDAD TIROSINFENOLIASA

RESUMEN

- E1 presente trabajo se realizé en el Departamento de Ciencia y
Biotecnologia de Enzimas de la Facultad de Ciencias Quimicas de
la Universidad Auténoma de Coahuila, bajo la direccién del Dr.
Jeslis Rodriguez Martinez.

La s8intesis de aminoidcidos representa una area importante ya
que éstos son utilizados en medicina, industria alimentaria,
farmacéutica y pecuaria, asf como en otras ramas de la economia
nacioﬁal. Considerando de gran importancia el hecho de ser
productos de importacién.

El aminodcido L-tirosina que es el tema de este trabajo, se usa
ampliamente en la industria y su importancia fisioldégica es de
interés y muchos de sus derivados encuentran aplicacién en la
industria farmacéutica.

Para la obtencién de aminoicidos se conocen métodos que se

dividen fundamentalmente en cuatro grupos:

1.- Extraccidn.

2.- Sintesis quimica.
3.- Fermentacién.

4.~ Sintesis enzimatica.

Este dltimo es un método perspectivo, presentando una serie de
ventajas sobre los otros tres métodos. El producto se obtiene
con un alto grado de pureza, altos rendimientos y el proceso

surge en una sola etapa. AdemAs, al usar células de



microorganismos libres e inmovilizadas en calidad de
catalizadores en la sintesis enzimdtica, se excluye la etapa
laboriosa de la separacién, extraccién y purificacién de 1la
enzima. Estos biocatalizadores son estables y es posible su uso
miltiple.

En este trabajo se efectué el estudio cinético de la sintesis
enzimédtica del aminodcido L-tirosina a partir de tres
sustratos: fenol, acetato de amonio y piruvato de sodio;
utilizando como biocatalizador células de Citrobacter
int edius con alta actividad tirosinfenoliasa (TFL). Esta

enzima cataliza la reaccién de sintesis siguiente:

OH OH
+ CH3COO‘NH* + cn3cocod’N£'------i + H,0
: CH, CH-C00~
. ACETATO PIRUVATO
FENOL DE AMONIO DE SODIO NH;
L-TIROSINA

Las células de Cit;obagtg; intermedius hiperproductoras de la
enzima intracelular TFL, se desarrollaron en medio de cultivo
sélido para su conservacién y en medio de cultivo liquido para
la propagacién de células y de esta manera se obtuvo biomasa
que se utilizé como biocatalizador en la reaccién de sintesis
del aminodcido L-tirosina.

Se logré desarrollar un método para determinar uno de los
sustratos de la reaccién de sintesis de L-tirosina, que es el
fenol, y de este modo se llevé a cabo el seguimiento de 1la
reaccién por consumo de fenol en funcién del tiempo, al medirlo

espectrofotométricamente.



Determinamos las particularidades cinéticas de la reaccién de
sintesis de L-tirosina. Estudiando los parédmetros de la
reaccién y la influencia que tienen sobre la actividad
enzimética TFL de las células de C.intermedius. Los parémetros
estudiados fueron: tiempo de incubacién de las células,
temperatura y pH de la reaccién, concentracién de biomasa,
concentracién de cada uno de los sustratos: fenol, acetato de
amonio y piruvato de sodio.

La separacién del producto de reaccién se hizo por filtracidén y
cristalizacién 4cida. Identificédndose por cromatografia en capa
fina como tirosina.

El rendimiento del proceso fué del 80-90 % obteniendose 8
gr.de tirosina/lt.* hr. bajo las condiciones 6ptimas de
reaccién que se establecieron en base a los resultados de los
estudios realizados. La cantidad de L-tirosina obtenida fué
superior comparada con otros procesos de obtencién de L-
tirosina reportados por otros autores. De esta manera el
proceso que se estudié es perspectivo para la obtencién del
aminodcido L-tirosina a partir de fenol, acetato de amonio vy
piruvato de sodio empleando en calidad de biocatalizador

células de Citrobacter intemedius con alta activida TFL.




INTRODUCCION

ACTUALIDAD DEL PROBLEMA. En los ultimos afios, se desarrolla
intensamente en todo el mundo la produccién de aminodcidos, los
principales empleadores de éstos son la medicina, la industria
pecuaria, alimentaria, farmacéutica, asi como en otras ramas
de la economia doméstica. Por eso, es de actualidad 1la
bisqueda de métodos efectivos para la sintesis de aminoécidos
sobre todo de la forma L-.

Un nuevo y perspectivo método de obtencién de aminodcidos es
la sintesis enzimdtica. El1 producto se obtiene con alto
rendimiento, alto grado de pureza y en la forma L-. Bajo el
empleo de células libres e inmovilizadas de microorganismos en
calidad de catalizadores en la sintesis enzimdtica, se puede
excluir la etapa laboriosa de la separacién , extraccién y
purificacién ‘de la enzima. Ademéas, este tipo de
biocatalizadores son estables, es posible su uso miltiple y no
es necesario afiadir a la mezcla reaccionante cofactores de alto

valor agregado.

NOVEDAD CIENTIFICA.En este trabajo somos 1los primeros en
México en efectuar el estudio cinético de la sintesis

enzimAtica de 1la L-tirosina a partir de fenol, piruvato de
sodio y acetato de amonio, catalizada por células Citrobacter

intermedius con alta actividad tirosinfenoliasa (TFL).

VALOR PRACTICO DEL TRABAJO. La importancia de este estudio
relaciona las repercusiones en el contexto regional y macional;

ya gque permite desarrollar tecnologia propia, enfocada a la



produccién de L-aminodcidos que son productos de importacién y
con estudios propios de optimizacién de condiciones de la
biosintesis, mediante el conocimiento de pardmetros tales como
pH, temperatura, éoncentracién de sustrato, biomasa y teniendo
como antecedentes que existe actividad tirosinfenoliasa (TFL)
en las enterobacterias. Las investigaciones se realizaron en el
marco de un programa de creacién de catalizadores para la
sintesis en una sola etapa de L-aminodcidos a partir de
sustratos que son sustancias producidas por 1la industria
quimica nacional. Se desarrollaron los fundamentos teéricos
de la sintesis de tirosina a partir de fenol, acetato de amonio
y piruvato de sodio, catalizada por células de Citrobacter
4 intermedius que es un nuevo biocatalizador, proveniente de una

cepa de Citrobacter intermedius. Proyecto apoyado por la

Direccién General de Investigacién Cientifica y Superacién
Académica, de la Secretaria de Educacién Publica, convenios:
Cc90-01-0613 (1990), <C€90-01-0461 (1990) y por el Consejo

Nacional de Ciencia y Tecnologia, convenio # 2251 (1991).



JETIVOS

* Estudio de las condiciones de la sintesis enzimdtica de la L-
tirosina catalizada por células de Citrobacter intemedjus con

alta actividad tirosinfenoliasa:

a) Determinar 1la influencia del tiempo de incubacién de las

células de Citrobacter intermedius en 1la sintesis de L-

tirosina.

b) La influencia de la concentracién de biomasa, temperatura vy
PH en la reaccidén tirosinfenoliasa con células de Citrobacte

intermedius en la sintesis de L-tirosina.

c) La influencia de la concentracién de sustratos: fenol,
acetato de amonio ¥y piruvato de sodio, en la reaccién de

sintesis de L-tirosina.

¥ El interés de estudiar este proceso no es solamente préactico

sino teérico, ya que es un modelo adecuado y complejo por la
participacién de tres sustratos con un solo biocatalizador
intracelular, lo cual puede ser utilizado para modelos

posteriores.



HIPOTESIS

El establecer 1las condiciones ©éptimas de pH , temperatura,
concentracién de sustrato, biomasa y tiempo de incubacién para
la reaccién tirosinfenoliasa, empleando células de Cit ct

intermedius en calidad de biocatalizadores, nos permitira

obtener un rendimiento alto del producto de dicha reaccién (L-

tirosina).
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CAPITULO I. PROPIEDADES Y MECANISMOS DE ACCION DE LA

TIROSINFENOLIASA.

La tirosinfenoliasa (TFL) (deaminacién, E.C. 4.1.99.2)(28) que
se descubrié no hace mucho, como una enzima multifuncional (40)
es dependiente del piridoxal fosfate (PLP) (111). Las
especies tipicas que producen TFL, gque es una enzima
intracelular, son: Escherichia c¢oli, Aerobacter aerogenes,
Pseudomonas perlutida, Pseudomonas ovalis,; Bacillus cereus,

. Bacillius megathetium, Xantomonas campestris,Proteus mirabilis,

Proteus morganii, Paracolobacterium coliforme, Salmonella

allinarum,Alcaligenes faecalis (74), Escherichia intermedia

(actualmente conocida como Citrobacter intermedius)(35,40,108),

Erwinia herbicola (31,56,74),Citrobacter freundii (74,107),

siendo estas dos dltimas las estudiadas con mas detalle (50).
También se ha reportado la presencia de esta enzima en

Clostridium tetanomorfum (11) y Aeromonas fenolégenes (15). Se

establecié que la TFL cataliza una serie de reacciones a,B-
eliminacién (1.1), B-sustitucién (I.2), racemizacidn de
alanina (I.3), asi como también la sintesis de tirosina y sus
derivados a partir de amoniaco, piruvato de sodio y 1los
correspondientes derivados de fenol (I.4)(40,53,54,108,110,111,

112).



L-R~CH,oCHNH,COOH + H20 ———> RH + CH,COCOOH + NH4 (1.1)

3
L-R-CH,CHNH,COOH + R’'H ————ee> L—R’CH3CHNH2COOH + RH (1.2)
L(D)-CH3CHNH2COOH ——) D,L—CH3CHNH2COOH (1.3)

R’-H + CHscOCOOH + NH3 —_— L—R’CH2CHNH2000H + H20 (I.4)
donde:

R: -OH, -OH| -SH’ -Cl' etc- .o

R QOH, Qon . ete..

1.1 Algunas propiedades de la Tirosinfenoliasa. Esta

establecido que la tirosinfenoliasa (TFL) es una enzima de alto
peso molecular que posee una estructura cuaternaria
compuesta de dos subunidades (Cuadro 1.1) ¥y es una enzima
multifuncional. Para la actividad TFL es necesario un cofactor
-piridoxal 5’-fosfato (PLP)(61)-,la coenzima se une al grupo €-
amino del sitio activo de la enzima con la formacién de wuna
base de Shift, bajo altas concentraciones de ésta con residuos
de histidina y algunas partes de la macromolécula que no son

activas (49).
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CUADRO 1.1. Algunas propiedades fisicoquimicas de 1la enzima

tirosinfenoliasa (TFL) obtenida de diferentes fuentes

Microorganismo productor de la enzima

Propiedades E,intermedia E.herhicola A.fenolégenes
' (54,56) (56) (15)
1%
D 280 nm. 8.37 8.08 -
I
D 0.54 0.55 -
260/D
280
S 7.77 § 8.24 S -
20°,
D 4.42 3.08 -
20,
P.M. 170,000 259,000 380,000
No. subunidades 2 2 -

No. moles de
piridoxal 5°'- ,. uﬁﬁ
fosfato/mol ~, -

de TFL. 2 2 -

En el Cuadro 1.2, se presenta el significado de las constantes
de unién del PLP y sus andlogos con TFL.

Las investigaciones mostraron que el grupo metilo del PLP juega
un papel importante en la interaccién hidrofébica del cofactor
con la enzima. La unidén del Atomo de oxigeno con el nitrégeno
del anillo piridoxdlico, conduce a la disminucién de la
capacidad electroaceptora de éste y la disminucién de la

actividad enzimdtica de la TFL (57). Se describié, que el 5’-
. E

19N



fosfato del PLP tiene un significado escencial para 1la unién
del cofactor con 1la enzima y la aparicién de 1la actividad
enzimatica. Para otras enzimas dependientes de este cofactor se

descubrieron regularidades anédlogas.

CUADRO 1.2.Constante de unién del Piridoxal 5’'-fosfato(PLP) ¥y

sus andlogos con Tirosinfenoliasa (TFL) en diferentes fuentes

Andlogo de PLP Km pM Fuente de enzima Ref.
Piridoxal 5’-fosfato. 1.3 Escherichie intermedia 55
" 1.3 Erwinig herbicola 56
" 32.0 Aeromonas fenolégenes 15

N-6xido del Piri-
doxal 5'’-fosfato. 6.3 Escherichia intermedia 57

2-oxipiridoxal §°'-
fosfato. 13.0 " 54

La médxima actividad enzimAtica TFL se presenta en presencia de
cationes monovalentes: potasio, rubidio, cesio 6 aménio, con el
cambio de éstos por cationes de litio o sodio, la actividad de
la enzima disminuye (107,55). Las investigaciones mostraron que
los cationes que activan juegan un papel esencial en la unién

del PLP con 1la enzima e inducen la formacién del complejo

apoenzima-cofactor, en forma funcional. Se establecié que 1la
mayoria de las enzimas dependientes del PLP , las cuales
catalizan la reaccién a,B-eliminacién, revelan su maxima
actividad en presencia de cationes monovalentes. Las enzimas

que catalizan las reacciones de transaminacién no son activadas

por estos cationes.



La holo-TFL tiene dos puntos de absorcién maxima a 280 y 430 nm
y otro caracteristico a 340 nm (55,123). La absorcién en el
rango de 410-440 nm es caracteristica para las enzimas PLP-
dependientes y esta es una sefial del enlace de nitrégeno (30).
Con el cambio de pH de 6 a 9, la posicién de 1los puntos de
absorcién caracteristico no cambia, pero con la reduccién de la
holo~TFL con borohidrato de sodio, el mdximo de 430 nm se
dezplaza a 336 nm y la actividad de la enzima disminuye. La
formacién del complejo Sustrato-Enzima proteje parcialmente a
TFL de su inactivacién por el hidrato de boro, lo que también
se indica sobre la formacién de la base de Shift entre coenzima
¥ sustrato.

Bajo la interaccién de la holo-enzima con los sustratos o con
inhibidores concurrentes en los espectros de absorcién se
descubre un maximo a 500 mn., el cual, se supone que pertenece
a la particula intermedia cetomina (EX, Esquema 1.2) (123).

La particula intermedia que absorbe a 500 mn., se ha
descubierto en enzimas PLP-dependiente: triptofanoindoliasa
(49), triptofanoamoniacoliasa (127), serintrashidroximetilasa
glutamatoalanintransaminasa, glutamatoaspartatransaminasa (45),
cistationasa (100) y L-triptofanasa (40).

Se supone que los residuos de la histidina juegan un papel
esencial en la catédlisis de las enzimas PLP-dependientes,
participando en el desprendimiento del hidrégeno alfa de los
sustratos (49). Cuando la enzima TFL se modifiecéd con
dietilpirocarbonato se determiné que el grupo enzimAtico
modificado fué un residuo de histidina y este grupo es el

responsable de la abstraccién del protén de la posicién dos del



sustrato (49).

Aunque el papel de los grupos sulfhidrilos en la catdlisis de
la TFL no ha sido totalmente esclarecido, se sabe que son
necesarios para la aparicidén de la actividad en las enzimas

dependientes de PLP (16,84).

1.2. Funciones cataliticas de la Tirosinfenoliasa (TFL).

La TFL posee una amplia gama de especificidad hacia varios
sustratos, cataliza una serie de reacciones de a,B-eliminacidn,
B-sustitucién, racemizacién y sintesis de tirosina y sus
andlogos a partir de piruvato de sodio, amoniaco y sus
correspondientes derivados de fenol, es decir, la TFL es una
enzima ambivalente (84). Los parémetros cinéticos de algunas
reacciones se presentan en el Cuadro 1.3. Se muestra que ademés
de la L-tirosina como sustratos de 1la reaccién de a,B8-
eliminacién pueden usarse la D-tirosina; S-metil-L-cisteina; L-
3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) ; L-D-serina; L-,D-cisteina
(16,32,40,53,108,122,125).

La velocidad relativa de a y B-eliminacién de diferentes
aminodcidos, se presenta en el Cuadro 1.4., la constante de
equilibrio de 1la reaccién de a,B-eliminacion de L-tirosina
catalizada por TFL de células de Aeromonas fenolégenes resultéd

-5
de 1.7 x 10 (16).
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CUADRO 1.3. Significado de Km, Vmdx de 1las reacciones

catalizadas por TFL de diferentes fuentes

-2

Sustrato Km mM Vmax *10 Fuente de TFL Referencia
L-tirosina
a,B-eliminacién 0.23 3.17 E. intermedig 16,53,122
S-meti -cig~
teina
a,B-eliminacién 1.82 2 E.intermedia 53,122
B-gsustitucién - 1.37 " 124
a,B-eliminacién 4.17 - E. herbicola 56

" 0.40 - eno enes 16
L-serina
a,B-eliminacién 34.5 9.58 inte dia 122
B-sustitucién - 0.55 " 125
a,B-eliminacién 28.6 - E.herbicola 56

" 1.2 - A.fenolégenes 16

-cloro-L-alanina
a,B-eliminacién 4.5 30.3 E.iptermedia 125
B-sustitucién - 2.33 " 125
Eter metfilico de
L-tirgsina
a,B-eliminacién 0.37 - A.fenolégenes 16
L- nina 26 0.085 E.intermedia 55
Sint e de L=
tirosina
Fenol 4.4 12 .intermedj 122
5.0 - A.fenolégenes 16
1.1 5.5 E.intermedia 125

Piruvato de 5.1 12.0 " 109
sodio 12.0 5.5 " 125
Amoniaco 20.0 5.5 " 125
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Bajo altas concentraciones de fenol, piruvato de sodio vy
amoniaco en la mezcla reaccionante surge la reaccién inversa
de la sintesis de tirosina (16,125), donde se observa un
periodo de induccién que depende de la concentracién de fenol.
El periodo disminuye mientras la concentracién de fenol aumenta
hasta 0.07M, después es constante. Las concentraciones de
piruvato de sodio y acetato de amonio no influyen sobre la
magnitud del periodo de induccién (110). La sintesis de L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) y otros derivados de la tirosina
ocurre ya con menor velocidad al sustituir el fenoi por sus
derivados correspondientes, Cuadro 1.5.

TFL cataliza 1la sinteis de L-tirosina a partir de serina y
fenol en la reaccién B-sustitucién, el fenol puede ser
sustituido por pirocatecol (32), resorcinol o pirogalol. Como
sustratos de esta misma reaccién se pueden usar: L-serina (32)
(aunque no se aumenta el rendimiento al sustituir por piruvato
la serina u otro Acido orgdnico como sutrato en la reaccién de
sintesis de L-tirosina)(117), S-metil-L-cisteina; L-,D~

cisteina; D-~tirosina (32,108,112), L-cistina (32,117).

Se sabe que TFL cataliza la reaccién irreversible de
isomerizacién de D-tirosina en L-tirosina, asi como el
intercambio de protones en alanina, lo que conduce a la
racemizacién (32,55,60,108). No se ha descubierto la
racemizacién de la L-valina, L-leucina, L-isoleucina y L-

fenilalanina, es decir, que la accién de racemizacién de TFL no
es un fenémeno general.
Se establecié que la epimerizacién de treonina y alotreonina no

tiene lugar, en el caso de esteroisémeros de treonina, 1la
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presencia de C2 y C3 de una configuracién absoluta determinada
no es necesaria ni suficiente para la posible reaccién de a,B-
eliminacién. Con esto, en este caso, la configuracién absoluta
de 2-S, 3-R en treonina (L-treonina) 1la transformacién en
productos ocurre mAs rédpido, mds que en el caso de 1la
configuracién 2-R, 3-S (D-treonina) (35). Bajo configuraciones
absolutas iguales en Coy Cs(alotreonina) la reaccién de a,B-
eliminacién no ocurre. En estas condiciones, la TFL actda como
una aldolasa, transformando la alotreonina hasta glicina, en
este caso probablemente ocurre en forma mids lenta. Esta enzima
cataliza también la conversién de D-treonina a Acido a-
cetobutirico (35).

De acuerdo a los datos que se presentan en la literatura, las
reacciones catalizadas por TFL surgen sin destruccién del
sitio ~C-C-COOH; no hace mucho se establecié que esta enzima
cataliza la formacién de L-tirosina y L-DOPA a partir de
g€licina, formaldehido y el correspondiente fenol.

En el caso de la sintesis de tirosina se forma una mezcla de
tirosina y de un producto de estructura desconocida en una
relacién 1:1. El producto adicional es el resultado de una
reaccién no enzimatica. E1 piruvato (usado como sustrato) es un
metabolito activo, ya que también participa en otras reacciones
enzimdticas y este se requiere en exceso. Por otro lado,
grandes concentraciones de piruvato llevan a un incremento en
la concentracién de los productos formados no enzimdticamente
(116). El1 piruvato debe ser adicionado como sustrato en
concentraciones iniciales elevadas para mantener la velocidad

é6ptima de sintesis (78).
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Los resultados &éptimos de pH para diferentes reacciones
catalizadas por TFL de diferentes fuentes se muestran en la

Cuadro 1.6.

CUADRO 1.4.Velocidad relativa de la reaccién a,Bf-eliminacién
de diferentes aminoédcidos catalizada por TFL

obtenida de Aeromonas fenoldégenes (16).

Aminodcido Vel.relativa (%) Aminodcido Vel.relativa (%)
L-tirosina 100 L-histidina 0

Eter metilico

de L~tirosina 25 L-triptofano 0
S-metil,L-cis-

teina 14 L-aspartico 0
L-serina 0 L-valina 0
L-fenilalanina 0 L-metionina 0
L-cisteina 0 L-alanina 0

L-DOPA 0 L-leucina 0

CUADRO 1.5.Velocidad relativa de la sintesis de derivados de
tirosina a partir de los correspondientes
derivados de fenol, piruvato de sodio y amoniaco,

catalizada por TFL de Escherichia intermedia (125)

Derivado de fenol Velocidad Derivado de fenol Velocidad

relativa(%) relativa(%)
Fenol 100 o~clorofenol 32.7
Pirocatecol 60 m-cresol 47.3
Resorcina 58.2 o-cresol 52.17
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CUADRO 1.6. Valores 6ptimos de pH para diferentes reacciones
catalizadas por TFL.
Reaccién,sustrato. Fuente de TFL pH éptimo Referencia
a,B-eliminaci
L-tirosina .int e 8.2 53
C.freundii 8.2 107
A.fenoldgenes 8.5 15
S-metil-L-cisteina .ipntermedj 8.2 ‘53
L-serina " - 53
B-sustitucidén
L-serina .fe 6genes 8.5 16
S-metil-lL-cisteina " 8.5 16
Sintesig de Tirosina
a8 partir de fepol, pi-
ruvato de sodio y amo-
pio E.intermedia 8.5-9.0 123
.feno e 9.0 16
Racemizacién
L-alanina E.intermedia 7.2=-7.5 55
Las investigaciones mostraron que tanto L-fenilalanina, L-
glisina, son inhibidores concurrentes de TFL, el fenol,
Pirocatecol y resorcinol son inhibidores de tipo mezclado

Cuadro 1.7.



CUADRO 1.7. Significado de K para algunos inhibidores de las
reacciones catalizadas por TFL.
Inhibidor Tipo de Fuente de TFL K mM Referencia
inhibicién I

L-alanina Concurrente E.intermedia 6.5 53

" E.herbicola 9.51 56

" A.fenolégenes 18.0 16
L-fenilalanina Concurrente E.intermedia 2.0 125

" E.herbicola 2.02 56

" A.fenolégenes 4.4 16
L-glicina " E.intermedia 38.0 36
Fenol Mezclada E.intermedia 0.04 53

" E.herbicola 0.04 56

" A.fenoldégenes 0.5 16
Pirocatecol " E.intermedia 0.46 53

" E.herbicola 1.78 56
Resorcinol " E.herbicola 0.16 113

" A.fenolégenes 0.20 16

Estda establecido que algunos cationes de metales

inhiben la reaccién catalizada por TFL, Cuadro 1.8.
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CUADRO 1.8. Influencia de cationes sobre la actividad TFL en
la reaccién de a,B-eliminacién L-tirosina.
Catién Concentracién(mM) Fuente de enzima Vel.relativa(%)
- - C.freundii (108) 100
- - A.fenglégenes(15) 100
+2
Ba - " 100
+2
Ca 1.0 " 100
+2
Ca 100 C.freundii 0
+2
Mg 1.0 A.fenolégenes 100
" 100 C.freundii 63
+2
Zn 1.0 .fenoléd 8 86
+2
Fe 1.0 " 81
+2
Co 1.0 " 17
+2
Cu 1.0 " 0
+2
Cu 1.0 C.freundii 0
+

La inhibicién de 1la actividad TFL por cationes de Cu®* es
reversible. La actividad se restablece con la adicién de
mercaptoetanol, se observa un efecto similar para la actividad

TFL que se obtiene de Bacterium colifenolégenes.

La TFL de Citrobacter freundii presenta activacién con

cationes como potasio, sodio y amonio, mientras que el cobre ¥y
mercurio interactdan sobre los grupos sulfhidrilos de la enzima
en la catédlisis o intervienen en la estabilidad conformacional

de la misma (108).



1.3. Mecanismo de accién de enzimas ambivalentes dependientes

del pirodoxal fosfato (PLP).

La teoria sobre la transformacién de aminodcidos bajo 1la
accion de enzimas dependientes de PLP se propuso primeramente
en log afos 50’s por Braushtein y Shimianki (10), también esta
misma concepcién se formulé en los Estados Unidos de
Norteamérica por la escuela de Snell (104). Los conceptos tanto
de rusos como americanos, coinciden mucho en la naturaleza de
accién de las enzimas que catalizan reacciones del tipo 1.1; o
del ¢tipo 1.1 y 1.2, es decir, a, B-eliminacién y 1liasas
ambifuncionales. Estos mecanismos se representan en el Esquema

1.1.

- —
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X o +4H | | _ :
> R~-HC=C-COO0O > R-CH-C~-COO + [E-PLP]
B-eliminacién | B-sustitucién |
N NH
/
e’ “H+ 3

> R—CHZ -C-C00 + [E-~PLP]

NHZ

+ HZO reaccién no
enzimatica

NH; + R-CH -C-C00"~
|

0

Esquema 1.1. Mecanismo de la reaccién a,B-eliminacién y 8-

sustitucién catalizadas por liasas dependientes del PLP (24).

Tysichnaya (110) menciona un mecanismo de las reacciones
catalizadas por la TFL propuesto por Enei, este mecanismo se
muestra en el Esquema 1.2. (110); donde el sustrato 8§ (R: -
radical fenilo, —SCHé, -0H, -SH) al interaccionar con la enzima

E ¥y por eliminacién forma H+ y R- (fenol, CH3SH, HZO é H2 s),

aldimina (ES); cetimina (EX) y enzima-a—aminoacrilato (EA).
Este (EA) se hidroliza para producir piruvato y amonio
regenerando asi la enzima. Al adicionar a (EA) fenol é

pirocatecol ademas de la hidrélisis ocurre la produccién de L-

tirosina é6 L-DOPA en la reaccidén inversa.
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Para sustituciones especificas de B-eliminacién de liasas tipo
1 y liasas ambivalentes tipo 1 + P esta secuencia de etapas se
fortalece con 1las siguientes demostraciones convencionales
(24): el rédpido intercambio isotépico del Atomo H-a y B-
sustituyente electrofilico X que se encuentra en la posicién
trans; la presencia de un maAximo de absorcidén en los espectros
del sistema sustrato-enzima (S-E) en la regién de 490-500 mn.;
la unién nucleofilica de acuerdo a Michael: N-etil maleinimida

con el Atomo B-carbonilico del doble enlace de 1la coenzima-
complejo 1iminoacrilato en el sitio activo de la enzima con 1la
formacién de un ducto de inhibidor y 1liberaciém de -
cetodcidos (105).

De acuerdo a este mecanismo, las reacciones ambivalentes de
a,B-eliminacién por liasas de reacciones B-sustitucién 2, de
acuerdo a su cinética en la fase estacionaria responde al tipo
"Ordered Ping Pong Bi Bi" (21), y las de a,B-eliminacién surge
de acuerdo al tipo "Uni ordered Tri" (21,120).

Los sustratos de la tirosinasa que presentan una sola cadena y
se desarrollan siguiendo 1la adicién intramolecular 1,4 de
Michael son la L-tirosina, L-DOPA, mientras que los que no
siguen esta adicién son el fenol, catecol y p-crescol (12).

Un mecanismo para las liasas (tirosinfenoliasa y
triptofanoindoliasa) dependientes de PLP en la reaccién de
eliminacién fué propuesto por Kiick en donde se dice que la
reaccién es intrinseca por causa de la miltiple transferencia
de protones en el mecanismo catalitico y por la transferencia
interna de un protén de la posicién dos del sustrato a la

salida del anillo fenélico. Se forma un quinoide, primero 1la



trautomerizacién del anillo fenélico al ciclohexanoide y la
subsecuente eliminacién del fenol. Las enzimas de E.,herbicola y
C.freundij catalizan la misma reaccién y al parecer tienen un
requerimiento de dos grupos enzimdticos desprotonados de manera
de facilitar la catdlisis (50).

Para TFL de E.herbicola Kiick propone el siguiente esguema(50):

l |

EP > E + P

v

Este esquema representa el mecanismo de protonacién donde el
sustrato puede unir a la enzima protonada y desprotonada y el
complejo enzima-sustrato (ES) y enzima-sustrato-protén (ESH) se
interconvierten directamente. La distribucién entre ES y ESH
puede variar con el pH y asi, la velocidad de formacién de
enzima-producto (EP) es dependiente del pH (50).

En el caso de C.freundii la unién del sustrato se da solo en la
forma de 1la enzima perfectamente desprotonada. La manera de
saber esto fué por la variacién de pH por los efectos de un
isétopo utilizado. La abstraccién del protén determina
parcialmente la velocidad del sistema TFL de C.freundii,

Esquema 1.3 (50).



vpo | | |
|

|
B HC/’N\{ ? He/ M
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Esquema 1.3. Mecanismo quimico de la reaccién TFL.
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Investigadores japoneses Yamada y Kumagi introdujeron al
mecanismo indicado, algunos cambios (69) Esquema 1.4.

En base a las investigaciones cinéticas con la ayuda del método
Strui de reaccién a,f-eliminacién de tirosina catalizado por
TFL (16), se establecieron tres procesos elementales y se

propuso un esquema para este sistema:

K1 K2 K3
E + S gemed ES] =2 ES2 gee—em=—s ES3 ——> (E+P) (I.5)
K-1 K-2 K-3
K1 K2
E + S el ES] seeeecss— ES2 > (E + P) (1.6)
K-1 K~-2
K-3 1/ K3
ES3
K1 K2
E + S emesmmed ES] eee—— ES > (E + P) (1I.7)
K-1 K-2
K-3 K3
ES3

Se determinaron las constantes elementales de velocidad:
4 -1 -1 -1
Kl = 1,.4 x 10 M seg K-1 = 7.8 seg

-1 -1
0.15 seg

0
n
"

K2

0.46 seg

-2 -1
K3 + K-3 = 3.4 x 10 seg

27



En estos sistemas el complejo ES1 es 1la primer particula
intermedia que tiene un maximo de absorcién a 500 nm. El
esquema 1.5 se puede excluir debido a que la magnitud (K3 + K-

3) es mucho menor que Kcat. La constante de velocidad K2 para

> ES2 resulta aproximadamente igual a la
-1
velocidad de toda la reaccién Kcat = 0.50 seg , es decir,

el proceso ES1

que esta etapa es la velocidad que limita.

El mecanismo comin representado en el Esquema 1.2 corresponde
al Esquema 1.6, parece estar completamente de acuerdo en que se
puede expresar EX como ES2, y el proceso de labilizacién -~
protén como la etapa més lenta. Sin embargo, el significado de
Kl ©para el sistema es inferiormente menor en algunos ordenes

que la constante de la velocidad que controla 1la difusién
(7) por eso, al mecanismo de formacién ES1 a partir de E y S
puede ser mads complicado. No se excluye la posibilidad de que
la velocidad determinante de la etapa sea el desprendimiento

del fenol (EX

> EA), es decir, tomar EX en forma de ES1
en el Esquema 1.7.

El estudio cinético de reacciones de 3 sustratos, como es el
caso de la sintesis de tirosina a partir de fenol, piruvato de
sodio y amonio catalizada por TFL, mostrdé que la reaccién surge
de acuerdo al tipo "Ordered Ter-Uni" (49). Del andlisis de las
dependencias cinéticas en coordenadas inversas de Lineweaver-
Burk, las investigaciones de espectros de accién de TFL sobre

sustratos experimentales, se sugiere que el intercambio de
protén se lleva a cabo primero por la unién con el complejo

holoenzima-amoniaco, después piruvato y al idltimo fenol (125).
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Se obtuvieron resultados similares para la sintesis de L-
triptofano a partir de indol,piruvato de sodio y amoniaco,
catalizado por triptofanocamoniacoliasa (TAL). Pero se
necesitaron investigaciones adicionales para finalmente
establecer el orden de unién de los sustratos con el s&itio
activo de 1la TFL y TAL. La triptofano indoliasa cataliza 1la
reaccién de eliminacién para formar indol, piruvato y amonio a
partir de L-triptofano, esta enzima es PLP-dependiente y estéa
ampliamente distribuida entre las enterobacterias,
especialmente E.coli y se sugiere un mecanismo de reaccién en
donde la indolenina, tautémero del triptofano es un
intermediario ¥y juega un importante papel en la activacién de
la unién carbono-carbono (C-C) para facilitar 1la eliminacién
del indol. Algo similar se propone para la TFL de E.herbicola

Yy C.freundii, también dependiente de PLP en la reaccién de
eliminacién, se requiere la activacién de la unién C-C para
facilitar la eliminacién del fenol. TFL de C.freundii tiene un
mecanismo de protonacién en donde el sustrato se une solamente

con la forma de la enzima correctamente protonada (49).
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Esquema 1.4. Mecanismo de reaccién de a,B-eliminacién en 1la
reaccién de sintesis de tirosina y analogos,

catalizadas por TFL.
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CAPITULO 2.- REGULARIDADES CINETICAS DE REACCIONES ENZIMATICAS
EN CELULAS DE MICROORGANISMOS

Sobre la cinética de las reacciones catalizadas por enzimas gque

se encuentran localizadas en células de microorganismos, un

efecto esencial lo tiene el proceso de transferencia de masa

de los reactivos a traves de la pared celular, por eso es

necesario describir como estéd constituida esta pared celular

(110).
2.1. Estructura de membranas celulares de bacterias Gram (-)

Y su permeabilidad para diferentes sustancias

La membrana celular de bacterias Gram (-) (81) tiene una
estructura compleja (Esquema 2.1), ya que estd constituida por
dos membranas: externa y citoplasmAtica. La membrana exterior
contiene lipoproteinas, fosfolipidos, 1lipopolisacdridos y sus
complejos. Las lipoproteinas y algunas proteinas de la membrana
externa estén unidas covalentemente con la capa de
peptidoglicanos, la cual le da forma a la célula y la abastece
de un mecanismo de defensa. La membrana externa efectia una
funcién fisiolégica como una barrera hacia el medio ambiente,
no permitiendo 1la salida y entrada a la célula de agentes
antibacterianos y manteniendo las enzimas "superficiales" en el
espacio periplasmatico (94,95), como la enzima TFL de
Citrobacter freundii-62 que se encuentra localizada en 1la
superficie periplasmidtica de la célula (60).

En la membrana externa estén localizados poros (Esquema 2.2),
los cuales facilitan la entrada de sustancias a traves de la

membrana (73).
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Se sabe que algunos poros hidrofilicos estdn formados por
complejos de lipopolisacaridos y fosfolipidos con proteinas que

son estabilizados por cationes divalentes o poliaminas.
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Esquema 2.1. Estructura de la membrana celular de bacterias
Gram(-). OM:membrana externa, PG:capa peptidogli-
célica, PS:espacio periplasmAtico, CM:membrana

citoplasmatica.
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Esquma 2.2, Estructura de un poro de la membrana celular.
LP:lipopolisacAridos, MP:proteinas, PG:capa -

peptidoglicélica.
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La especificidad de los poros se determina por las proteinas,
llamadas porinas. A traves de algunos poros pueden penetrar una
o varias sustancias estructurales. Por la membrana externa se
difunden algunas moléculas hidrofilicas sin carga c¢on peso
molecular inferior a 650 d. (73), por ejemplo antibiéticos @-
lactamicos. La difusién de antibiéticos hidrofébicos de peso
molecular superior a 1200 d. depende de la temperatura y 1la
composicién de lipopolisacdridos de 1la pared celular. Es
probable que moléculas con un elevado coeficiente de
distribucién en el sistema de l-octanol-fosfato de sodio 0.05M,
pH=T7.0, pueden penetrar en la célula bacteriana por la ruta de
difusién pasiva por la regién hidrofébica de 1la membrana
externa, se ha descubierto ademas, un mecanismo especifico de
difusién para una serie de sustratos.

La segunda membrana de 1la célula bacteriana es la
citoplasmatica. Esta membrana contiene gran cantidad de
lipidos sobre todo fosfolipidos, los cuales forman comple jos
con proteinas. De acuerdo a esta estructura, las membranas de
bacterias, animales y vegetales son semejantes; surgiendo asi
el concepto sobre una membrana universal elemental, de tal
manera que a partir del primer modelo elemental de propuesto
por Daniel se propusieron otros modelos especificos de membrana
¥ en ninguna de éllas se explican muchos de 1los datos
experimentales. Uno de los modelos ampliamente utilizados es
el de Mosaico de Fineaf (38), en el cual la membrana se
representa como un lago 1lipidicos con pequefias islas flotantes
de proteinas, las moléculas de proteinas exteriores, las cuales

son mas méviles y tienen la capacidad de cargarse en 1la capa
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lipidica ¥y unirse con proteinas interiores formandose de esta

forma un canal dnico. La permeabilidad del canal a sustancias
solubles en agua se determina por el tamafio del canal, algo
caracteristico de 1los grupos polares de las proteinas, las

cuales son invertidas en el interior del canal dependiendo de
la frecuencia y del tiempo de existencia de este. La membrana
citoplasmatica juega un papel importante en el intercambio de
sustancias (materia) y sobre todo el papel de la barrera
osmética, la cual controla el ingreso de diferentes susgtancias
a la célula y hacia fuera de esta. En la membrana se 1localizan
sistemas de transporte activo y un sistema de permeasas a
sustratos especificos, o proteinas transportadoras (62). El1
transporte de masa de los reactivos a través de la membrana
citoplasmatica puede ocurrir por la ruta de difusién pasiva por
la Ruta de Fik. La velocidad de penetracidén de las sustancias a
través de la membrana depende de la solubilidad de éstas en los
lipidos y del tamafio de las moléculas. Con el estudio de la
permeabilidad de membrana lipidica usada como modelo para
algunas enzimas se propuso un mecanismo de tres etapas de
transporte, el cual incluye: la adsorcién de la enzima en 1la
superficie de la membrana, difusién a través de la capa de
lipidos y la desorcién de la enzima de la membrana. La difusién
surge por las fluctuaciones térmicas de 1las membranas de
lipidos; esta es una etapa limitante. Se ha observado 1la
correlacién entre la accién de diferentes factores sobre 1la
difusién y la permeabilidad total. La temperatura influye sobre
el estado fisico de las membranas celulares. El1 nivel de

movilidad de las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos posee
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un significado esencial para el funcionamiento de los sistemas
enzimdticos en las membranas celulares y para la permeabilidad
de la membrana. La disminucién o aumento de temperatura
conducen respectivamente a un excesivo "endurecimiento" o
"dilucién" de los 4cidos grasos presentes en la membrana
(110).

El flujo de sustancias a través de la superficie de la membrana

por unidad de tiempo (j) se determina:

j=Ah S (Ec. 2.1)

donde: A= Area de la membrana.

S§= diferencia de concentraciones de las sustancias

que se difunden por ambos lados de la membrana.

h= permeabilidad de la membrana que tiene margen de

velopidad.

Para macromoléculas:

donde: D= coeficiente efectivo de difusién de la sustancia a
la membrana.
g= coeficiente de distribucién del difundiente entre
la sustancias, la membrana y la solucién.

L= espesor de la membrana.



En la actualidad se ha obtenido una gran cantidad de datos
experimentales relacionados con la permeabilidad de modelos de
membranas y membranas naturales (106).

En una serie de casos se observa una desviacién fundamental de
la Ec 2.2. de tal manera que el camino de difusién es muy
requeio y la barrera de activacién del proceso es muy grande
(106). Estas magnitudes anémalas de permeabilidad ge
encontraron para el agua (5 x 10-4— 2 x 10—3cm/seg), glucosa
(2 x 10—4cm/seg), electrolitos (106).

El periodo de induccién que se presenta unido a la modificacion

de la membrana celular, dependen de la partida de células y del

tiempo de conservacién de la biomasa (110).

2.2 Algunos métodos para aumentar la permeabilidad de
membranas celulares

La permeabilidad de membranas celulares se aumenta si
previamente se calientan células de E.coli. Esto aumenta la

permeabilidad, debido al desprendimiento de 1lipopolisacaridos,
o por el cambio del estado fisico de los componentes de las
membranas (62).

Las células de bacterias Gram (-) tratadas con Acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) también quedan mAs permeables
para una serie de metabolitos, uniendo cationes divalentes de
metales. El1 EDTA destruye los complejos de lipopolisacAridos y
los complejos de 1lipopolisacadridos con fosfolipidos. Bajo

éstos, la membrana externa pierde desde una tercera hasta 1la
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mitad de lipopolisacéridos, una cantidad considerable de
proteinas y fosfolipidos. Ademds de EDTA, se usan otras
sustancias acomplejantes (94).

Para aumentar la permeabilidad de la membrana celular se usan
plasmolizadores: ésteres, cloroformo (94), dimetilsulféxido,
mezcla de benceno con glicerina, alcoholes alifaticos, alcohol
etilico, eter, acetona, glicerina (110), los cuales extraen una
cantidad considerable de material de la pared celular, al mismo
tiempo que proteinas, destruyendo con esto la membrana. Como en
el caso de células de Citrobacter freundii que fueron tratadas
con acetona y alcohol ocurriendo la deslipidizacién de 1la
membrana y la disminucién de su actividad enzimatica TFL (110).
Es sabido que el tolueno destruye la membrana citoplasmética
de la célula de microorganismos. A consecuencia de esto, las
membranas se hacen permeables para una serie de sustancias de
bajo peso molecular y macromoléculas, pero quedan impermeables
para proteinas de alto peso molecular mayor de 150,000 d.
El grado de destruccién de la membrana se determina por las
condiciones del tratamiento (27) ; 1% de tolueno en presencia
de EDTA ocasiona una destruccién considerable de 1la membrana
celular y un 10% de tolueno la destruye totalmente (90). La
presencia de cationes de magnesio estabilizan l1la membrana
externa.

Un interés particular para nosotros es la accién del fenol
sobre 1la membrana celular ya que este es un sustrato de 1la
reaccién que es objeto de estudio. El fenol es un plasmolizador
de la pared celular, y produce una modificacién de la envoltura

celular ya en el curso de la reaccién, haciendo asi innecesario
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el tratamiento complementario con otros plasmolizadores de las

células de Citrobacter intermedius que funge como biocalizador

(110).

Bajo la extraccién por fenol de los tejidos de células
completas de microorganismos, de paredes celulares y del
sobrenadante celular; gran parte de las glicoproteinas de la
célula, proteinas, adcidos nucléicos se distribuyen en la fase
fenélica y 1los lipopolisacédridos en 1la fase acuosa. La
extraccién de glicoproteinas no depende de la temperatura en el
intervalo de 4-70 ‘C. Para la solubilizacién de membranas se
usan los detergentes; estas sustancias superficialmente activas
influyen en la permeabilidad de 1la membrana c¢elular de
diferentes cepas microbianas (110), en 1la interaccién del
complejo enzima-sustrato (ES), en la cinética de transferencia
de masa, en la muerte de las células y en la estimulacién de 1la
biosintesis de productos compuestos.

Las propiedades de los detergentes en lo que se refiere a 1la
solubilizacién e inactivacién de proteinas dependen de su
tamano, sus partes hidrofébicas y su interaccién con 1los
componentes de la membrana celular. La accién méds suave de los
detergentes la poseen los no iénicos: Tritorn X-100, Tivin 20,
Tivin 80, Emasol~135, los cuales solubilizan efectivamente la
membrana citoplasmética de las bacterias (56,90).

Se sabe que el Triton X-100 practicamente no destruye 1la
proteina-interaccién protéica de la membrana externa de E,coli,
también se ha probado en células de Citrobacter freundii (108)
solubilizando solo una parte de lipopolisacéridos y

fosfolipidos, pero en presencia de EDTA se solubiliza la mitad



de proteina y todos los fosfolipidos de la membrana celular
externa (110). La‘destruccién de la membrana por detergentes
se puede aumentar también en presencia de solventes orgénicos o
bajo congelamiento de una suspencién celular, estia establecido
que en este dltimo caso las células de microorganismos quedan
permeables para macromoléculas de peso molecular de hasta

70,000 d.



2.3. Particularidades cinéticas de las reaccjones ¢catalizadas

por células de microorganismos.

En la actualidad se encuentra muy bien estudiada la cinética
de las reacciones catalizadas por enzimas pero las condiciones

de surgimiento de las reacciones enzimdticas en las células ¥y
en la solucién no son idénticas. En el interior de la célula se
diferenciardn pH, composicién quimica del medio, temperatura,
concentracién de enzima local, concentracién de sustrato local,
debido a que las enzimas "in vivo" <catalizan reacciones en
secuencia que constituye una ruta metabélica. En las células de
microorganismos existen algunos mecanismos de regulacién de las
enzimas (23).

Algunos estudios preliminares de sobreproduccién de L-
fenilalanina y L~tirosina con mutantes resistentes a andlogos
de estos aminodcidos muestran que las mutantes tienen una
desregulacién parcial en la ruta biosintética (68,101). Las

cepas que llevan mutaciones que afectan el mecanismo de
biosintesis de aminoAdcidos los sobreproducen ¥y llegan a ser
resistentes a los efectos téxicos de los andlogos de estos
aminoacidos (85).

Ademds, sobre la cinética de reaccién catalizada por células,
la transferencia de masa de 1los reactivos a través de la
membrana celular ejerce una gran influencia. La velocided de
reaccién de reacciones catalizadas por enzimas en células de
microroganismos, dependen de las velocidades de los procesos de
transporte de los reactivos a través de las membranas celulares
(112). Al conocer las regularidades cinéticas no se logra

extraer informacién sobre la reaccién enzimatica en la célula



propiamente dicha. Al llevar a cabo una reaccién enziméatica
utilizando enzimas en la célula "in vivo" se dificulta el
empleo de datos obtenidos para las enzimas extraidas (Km, V,
etc.) (78,90,110).

Desde el punto de vista de la cinética, uno de los procesos més
simple es el de transporte dé sustratos o productos de acuerdo
al gradiente de concentracién por la ruta de difusién pasiva.
La resistencia fundamental al transporte de masa es funcién de
las condiciones en las que se efectia la reaccién y pueden ser:
la capa de difusién externa, las membranas celulares, y la
difusién interna. La difusién externa se puede eliminar por una
agitacién efectiva. Si se puede eliminar el problema de
difusién interna, entonces la velocidad obsevada del proceso
dependera de la correlacién de velocidad, la transferencia a
través de 1la membrana y la velocidad de reaccién enzimética
dentro de 1la célula. La reaccién de sintesis de L-tirosina
catalizada por la enzima TFL es de interés practice, ademés
que es un modelo cémodo para el estudio de las particularidades
del funcionamiento de 1las enzimas en las células de
microorganismos; en esta reaccién se aprecia un periodo de
induccién que se presenta unido a la modificacién de la
membrana celular, y depende de la partida de células y del
tiempo de conservacién de 1la biomasa (90). En ésta cinética
de reaccién se aprecian dos periodos: induccién y regién lineal
(110).

Con el estudio de la cinética de la accién de la hidrogenasa en
células G(-) de T. reseopersicina, S.D. Varfolomeev, M.C.

Safonov, G.F. Zudina (115), propusieron ver a la célula en el



sentido cinético como un microreactor de membrana. Los
aspectos fundamentales de este modelo fueron: 1) la célula es
considerada como particula esférica con radio (R), un grosor de
membrana celular (1) considerablemente menor al radio de ésta;
2) la enzima se encuentra distribuida homogeneamente dentro de
la célula; 3) la transferencia de los reactivos a través de 1la
membrana celular se produce por ruta de difusién; 4) los
efectos de difusién externa se eliminan bajo agitacién
intensiva; 5) la movilidad de difusién de los reactivos dentro
de la célula es esencialmente superior que en la membrana;
los gradientes de concentracién de los reactivos dentro de 1la
célula no son considerables de acuerdo a estas disposiciones.
La cinética intracelular de la reaccién de un solo sustrato se

puede describir por las siguientes ecuaciones:

d [Sc]

~—mmwewa= K g ([So] - [Sc]) - VF (2.3)
dt

d [Pc]

—e—m—--—-= Vf - K'g [Pc] (2.4)
dt

donde: ([Sc] y [Pc] concentraciones de sustrato y producto

de la reaccién dentro de la célula.

[So] = concentracién del sustrato en la golucidén
Vf = velocidad de reaccién enzimAtica dentro de
la célula.
Kg y K’g = constantes de la velocidad de difusién del

sustrato y producto a través de la

membrana celular.



La constante de velocidad de difusién (84):

D A
Kg= ----- (2'5)
1 Vv
donde: D = coeficiente de difusién del sustrato a traves de la

membrana celular (cm?/seg).
1l = grosor de la membrana (cm).

A = superficie de la membrana (cm?).

3
V = volumen de la célula (cm ).

La correlacién D/1 es la permeabilidad de la membrana h (2.2),
suponiendo que el coeficiente de equilibio de distribucién para
la fase que divide a la membrana es 1.

En el caso de células esféricas, el radio (R) y bajo altas
concentraciones de sustrato, sustancialmente gque sobrepasa la
constante de Michaelis, la c¢inética de acumulacién del

producto en el sistema seréd descrito por las ecuaciones :

3 -t/
Q=3/4 R NVméx. t - R/3h (1 - e ) (2.6)

donde: Q = cantidad de producto.
N = nimero de células en el sistema.
t = R/3h = tiempo de relajamiento.



En 1las investigaciones analizadas en las curvas cinéticas de
formacién de H2 en las reacciones con células se observé un
periodo de induccién después del cual, la reaccién pasé a un
regimen estacionario con una velocidad constante de
desprendimiento de H?. La reaccién enzimAtica, como confirman
los autores de este modelo ocurre con una velocidad maxima
(Vmax). La transferencia de reactivos a traves de la membrana
no determina la velocidad del proceso y el periodo de induccién
estd relacionado con la acumulacién de H2 en las células pero
no se determinaron las dependencias cinéticas de la velocidad
de consumo de sustrato en funcién del tiempo. Las
investigaciones se efectuaron con un pretratamientoe de
congelacién de una suspencién celular de T. roseopersicina,
como se sabe bajo este tratamiento la pared celular se destruye
¥y la permeabilidad aumenta, aunque de acuerdo a datos de
literatura (115), la hidrogenasa de algunas cepas de bacterias
se encuentra localizada en las fracciones de membranas de
células que son solubles. No es correcto afirmar que la enzima
se encuentra homogeneamente distribuida en la célula
(suposicién 2) ¥y no siempre se cumple (condicién 5) que 1la
distribucién de sustrato y producto dentro de la célula sea
homogenea, es necesario considerar la transferencia de masa
dentro de la célula asi como los procesos adicionales, en los
cuales estos participan.

Como mostré el estudio cinético de la reaccién
aspartatoaminotransferasa en E.cqgli, el modelo de microreactor
de membrana no es adecuado en esta reaccién. La magnitud del

periodo de induccién asi como la acumulacién del producto de
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reaccién (Acido mAdlico) en el volumen externo dependieron de
las condiciones en las que se efectuaba el experimento. El
periodo de induccidén disminuye para células inmovillizadas y no
se observa bajo altas concentraciones de sustrato, bajo un
tratamiento previo con tolueno de las células o con el empleo
de células distribuidas, es decir, bajo condiciones en las que
aumenta la permeabilidad de la membrana celular. La velocidad
de reaccién aspartatoaminotrasferasa alcanzaba su méds alto

significado bajo altas concentraciones de sustrato y bajo

empleo de células inmovilizadas de E.coli; en el caso de
células nativas, la velocidad no ocurria con su mAximo
significado. De esta manera las investigaciones mostraron que

con la descripcién de las regularidades cinéticas de 1la
reaccién en células, es necesario tomar en cuenta la influencia
de transferencia de masa de los reactivos a traves de la pared
celular.

Independientemente de 1las insuficiencias de este modelo, es
decir, ver a la célula como microreactor de membrana, se puede
utilizar para el estudio de cinética de microencapsulacién de
enzimas y sistemas enzimaticos. En relacién con el modelo
analizado de 1los datos experimentales se pueden calcular
permeabilidad de membrana, madximo flujo de producto en el caldo
por una célula y otros parametros, que es una de las virtudes
del modelo. El1 modelo indicado se puede usar para enzimas que
estdn localizadas en el espacio periplasmidtico de las células.
En este caso los sustratos alcanzan el sitio activo de las
enzimas por difusién solamente en la membrana externa de la

célula y la difusién interna de la célula se puede eliminar.
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Bajo una agitacién efectiva, la difusién externa se puede
eliminar, a partir de los conceptos dados y determinando los
pardmetros cinéticos de 1la reaccién Km y Vméx. de los
experimentos. En extractos celulares se calculé la
permeabilidad a una serie de antibiéticos f-lactamicos en la
membrana externa &é células de E.coli y S.typhimurium, de las
cuales la pB-lactamasa se encuentra localizada en el espacio
periplasmiatico. Se descubrié una buena coincidencia con el
modelo y con los datos experimentales para los antibiéticos
mencionados, a ecepcién de cefalotina y benzilpenicilina (73).
Con el estudio de las regularidades cinéticas de la sintesis
del A4cido aspartico a partir de fumarato de amonio, catalizada
por células libres e inmovilizadas de .coli, Berezin,
Yakovleva y Zueva propusieron un modelo alternativo de esta
cinética (129). De acuerdo a este modelo la velocidad de
reaccién se determiné por la velocidad de transferencia de
sustratos dentro de la célula de microorganismos. El proceso de
transferencia de masa se puede limitar o por la velocidad de
difusién a través de 1la pared celular externa, o por la
velocidad de transporte a través de la membrana citoplasmética
con la participacién de proteinas acarreadoras.

Veamos la variante cuando la velocidad del proceso se limita
por la velocidad de difusién comin a través de los poros de la
membrana externa. En este caso se propone: 1) 1la difusién
ocurre en correlacién a la ley de Fik; 2) las moléculas de
sustrato previamente se adsorben sobre la superficie externa de
la membrana So y en la solucién la concentracién de sustrato

se describe por el isoterma de adsorcién de Miur; 3) empezando
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con una pequeiia concentracién de sustrato en la solucién de tal
manera que la concentracién en la superficie externa de la
membrana serd muy préxima a la magnitud limite de adsorcién Sa’
¥ practicamente no cambiara en el transcurso del experimento
cinético; 4) la concentracién de sustrato dentro de la célula
Sc e interiormente de la superficie de la membrana S’a serd
muy pequeiia y la velocidad de la reaccién enzimadtica no alcanza
su maximo significado. En estas condiciones la velocidad de

consumo de sustrato se puede representar:

————— = —e——— ([sal] - [s’a] ) = Kn ([S°al -[S’a]) = I-Crt (2.7)

dt Vil
donde: D = coeficiente de difusién de sutrato a través de
la membrana de un Area ¥y con un espesor 1.
Krn = constante efectiva de la velocidad del proceso.

Una de las probables variantes es cuando se efectia lentamente
el proceso de transporte a través de la membrana citoplasmatica
de células con la participacién de proteinas acarreadoras. En
este caso, la formacién de complejos sustrato-acarreador (S-=un),

ocurre de acuerdo a un esquema sencillo:

S + N we— S E—S + n (2.8)
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Bajo la condicién S >> ® , entonces Smn = constante (2.9).
Entonces la velocidad de transporte y por lo tanto de toda la

reaccién se determina por:

De esta manera el proceso de transporte en ambos casos se
describe por la ecuacién de orden cero para el sustrato e

independientemente de la formacién de un producto adicional:

[S] t=0 - ([S] t = i-t (2.11)
P1 = 1-(1 t (2.12)
P2 = K2 t (2.13)

La actividad enzimAtica total de la célula de acuerdo al So
puede ser caracterizada cuantitativamente como wuna actividad

especifica condicionada segin el consumo del fumarato.

A = ool = i (2.14)

va que la superficie de la célula o es proporcional a su masa o

a la actividad de proteina celular m . Bajo esto:

Kl + K2 = Kn ; Al + A2 = A (2.15)

Lo que surge de este modelo son regularidades sencillas que se

confirman con datos experimentales (129):
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I.- Con células nativas de E.colj 1la reaccién de sintesis
de 4cido aspdrtico practicamente no ocurre. La velocidad de
reaccién aumenta en proporcién al grado de activacién de las

células y el incremento en la permeabilidad de sus membranas.

ITI.- El1 tiempo necesario para la activacién de células de
E.coli-85 (periodo de induccién), depende principalmente del
método de cultivo de células, edad de la cepa y del estado
fisiolégico de éstas. Lo mismo se ha observado en células de
Citrobacter freundii con actividad tirosinfenoliasa (110).
III.- En las curvas cinéticas de consumo de fumarato de amonio
Y acumulacién de acido aspArtico se observa un rigido periodo
de induccién siempre constante. La velocidad de consumo de
sustrato y acumulacién de producto después del periodo de
induccién se describe por las ecuaciones de orden cero.

IV.- Después de 1la destruccién de células de bacterias el
periodo de induccién desaparece y la velocidad de sintesis de

dcido aspédrtico aumenta considerablemente.

V.- La energia efectiva de activacién de la reaccién dada,
depende del grado de activacién de las células. Sus
significados absolutos son de 4-12 Kcal/mol que son

caracteristicos para procesos de difusién.

VI.~- La velocidad de sinteis de Acido aspidrtico depende de 1la
concentracién inicial de fumarato bajo la conservacién del
orden cero y en amplio intervalo donde se cambia su
concentracién. De esta manera, el conjunto de hechos expresados
permite ver este esquema como lo suficientemente absoluto. Se

observaron regularidades anadlogas para la reaccién
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aspartatoaminotransferasa.

La activacién de células se puede efectuar por un tratamiento
con tolueno, tratamiento térmico a 45 - 55°C, ¥y en el proceso
de inmovilizacién, las células bajo una incubacién prolongada

en una solucién 1 M de fumarato de amonio. Es probable que 1la

primera etapa de activacién de las células de E.coli, consista
en la separacién de la capa mucosa de la célula, las
sustancias que camuflean los poros de la membrana externa. La

segunda etapa consiste en el aumento de la movilidad de las
proteinas acarreadoras de reactivos en 1a membransa
citoplasmatica por su separacién de ésta de algunos
componentes de la membrana.

La demostracién directa de la aplicacién de este modelo se
podria obtener midiendo la concentracién real de sustrato ¥y
producto en la célula. Esta lectura representéd grandes
dificultades experimentales, pero en algunos casos el problema
se resolvié mediante el método citofluorométrico de Stri (119).

El principio del método consiste: el resultado de la reaccidén

enzimAtica en la célula forma un producto fluorescente, 1la
concentracién del cual se mide. Utilizando este sustrato
fluorescente, el diacetato de fluorocidina, se estudié la

accién de la esterasa en diferentes células (Hela-células, L-
células de misculos, 3T3-células) se demostrd que la etapa de
transferencia de sustratos a través de la membrana celular es
la limitante. Bajo la investigacién de 1la hidrélisis por
esterasa mediante sustratos fluorogénicos por células de
mamiferos, resulté que los sustratos facilmente penetran en la

célula. Al mismo tiempo la permeabilidad del producto a través
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de la membrana celular es considerablemente mala y este se
acumula en la célula. La Vmadx. de la hidrélisis enzimAtica bajo
la saturacién por sustratos fué igual para células y extractos
celulares 1la Km del diacetato de fluorocidina para células
intactas fué de 2.9 x 10—6M. menor que en el caso de extractos
celulares que fué de 3.6 x10—5M.

Bajo diferentes métodos de activacién de células (tratamiento
con saponinas, tripsinas, en presencia de EDTA, congelamiento ¥y
descongelamiento) la permeabilidad de las membranas celulares
para el producto aumenta considerablemente. Se descubridé que la
velocidad de la hidrélisis efectuada por el extracto es
distinto para diferentes células de una misma cepa.

La velocidad observada del proceso es la magnitud media para
toda 1la masa celular. De esta manera las investigaciones de
regularidades cinéticas de reacciones en células no son
comunes, a consecuencia de un gran numero de dificultades
experimentales. En una serie de casos se puede observar la Vmax
de 1la reaccién. En la mayoria de los ejemplos conocidos de
proceso de transferncia de masa de sustrato o producto ejerce

una gran influencia sobre la velocidad general del proceso.

Bajo un andlisis mAs estricto de la cinética de reaccién en

células, es necesario considerar la resistencia a la difusién
externa que se asocia a la membrana que no se mezcla "capa de
Nernst" (112), en este caso la permeabilidad real h se
representa:
1 1 8
------- I T sttt (2.16)
h h apar. Db
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donde: h apar. constante aparente de permeabiliad.

]

8 grosor de la capa de difusién de Nernst.

coeficiente de difusién dela sustancia en 1la
b solucién dada.

D

Se ha demostrado la influencia de la difusién de los reactivos

a través de 1la capa que no se mezcla sobre 1la velocidad de

transferencia de masa a través de la membrana biolégica. Para

considerar los efectos de difusién interna es necesario
w

escribir la ecuacién del proceso con la fuente , considerando

la velocidad de reaccién para cada uno de los componentes del

sistema (112).

d [S] .
-;;--: Dv S - Vf (2.17)
donde: D = coeficiente de difusién de sustancias dentro de 1la
célula.
Vf = velocidad de reaccién enzimatica dentro de 1la
célula.

La cinética del proceso para particulas esféricas con radio R
en reacién de orden cero Yy ©primer orden, se revisan
detalladamente (112). Se aproxima la solucién del problema
para cinéticas de forma diferencial donde se consideran las
medidad miAs caracteristicas y las magnitudes medias de

concentracién.
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Para la medida de la influencia de los efectos de difusiodn
intracelular sobre la cinética de reaccién puede servir el

modelo de Tild de magnitudes y medidas (112). Bajo:

S o > Knm Fs = R f Vmdx / So D (2.18)

S o << Km Fs R J Vmdx / Km D (2.19)

Si Fs << 1 entonces el sistema trabaja en un régimen cinético
y la distribucién de sustrato dentro de la célula practicamente
es homogénea.

Si Fs > 1 la distribucién no es homogénea y la influencia de la
resistencia de la difusién interna sobre el proceso Jjuega un
importante papel.

De los célculos de Shruler (112) se concluye que la
resistencia de difusién interna no es considerable para las
reacciones que ocurren en el citoplasma de la célula y =se
pueden eliminar en comparacién a aquellas que transcurren con

la transferencia de masa a través de la membrana celular.
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CAPITULO 3.- METODOS DE OBTENCION DE L-TIROSINA

Los aminodcidos son wuna serie de metabolitos de gran
importancia en el buen funcionamiento del metabolismo de 1los
seres vivos, especialmente para el ser humano. Siendo los
aminodcidos los monémeros que componen las proteinas, son
compuestos de suma importancia en el buen funcionamiento del
cuerpo. Algunos compuestos nitrogenados que se sintetizan
utilizando aminodAcidos son: RNA y DNA donde participan los
amincAcidos aspértico, glicina y glutamina; la hemoglobina
requiere glicina; 1la adrenalina y tiroxina (hormonas de
respuesta y crecimiento respectivamente) y los alcaldides
tebaina y morfina requieren tirosina para su produccién
(18,44,67,74,82,99,108).

La mayoria de los aminodcidos provemientes de las proteinas de
los alimentos son de la configuracié L y de acuerdo a su
estructura quimica, estédn sujetos a diferentes mecanismos de
transporte (3), permitiendo asi su absorcién y asimilacién para
la sintesis de proteinas y otros compuestos de interés.

Existe un problema de desnutricién, el cual afecta
principalmente a la poblacién infantil del mundo entero; ya que
no reciben suficiente alimento, asi como su valor nutricional
de proteina es bajo. Con esto, se hace necesario fortificar
alimentos, mediante lo cual se hagan llegar al consumidor los
aminodcidos necesarios para el buen funcionamiento del cuerpo
con una elevacién de la calidad de proteina. Asi, la sintesis
de aminodcidos representa un. Area importante, ya que los

aminodcidos encuentran una amplia aplicacién en 1la economia

55



nacional, se utilizan principalmente en la industria
alimentaria, farmaceitica, ganadera, de 1a salud y
microbiolégica (65). Los aminodcidos de origen microbiano se
han producido desde hace muchos afios (77). La produccién
mundial de L-tirosina en el periodo de 1970-1980 fué de 10-50
Tns/afio con un valor de 50 Dlls/Kg (47,58,105).Debido a la gran
demanda en todo el mundo de los diferentes aminodcidos se ha
venido profundizando en el estudio de 1los métodos adecuados
para su uso préactico.

En la industria alimentaria, los aminodcidos se emplean
principalmente en calidad de aditivos como saborizantes;
edulcorantes (74). Tal es el caso del uso de la fenilalanine y
el dcido aspidrtico para la produccidén del edulcorante
artificial "aspartame" (68). Como agentes oxidantes y aditivos
en la conservacién de productos perecederos (18,60),en los
Estados Unidos de Norteamérica entre otros aminoAdcidos, la L-
tirosina se puede utilizar como aditivo alimentario y es un
aminacido indispensable y la 2,4-dihidroxifenilalanina,
derivado de la tirosina se usa también como aditivo alimentario
y como nutriente (74).

Las mezclas de aminodcidos se utilizan ‘en la alimentacién
parenteral de 1la gente que se somete a grandes esfuerzos
peiquicos y fisicos. También se emplean estas mezclas como
medios de cultivo para microorganismos y cultivo de tejidos.
Los aminodcidos son sustancias iniciales para la sintesis de
polipéptidos y otras sustancias medicinales. La tirosina se
utiliza como sustrato inicial para la sintesis de una serie de

hormonas, como la hormona tiroidea, la adrenalina y
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noradrenalina (60).

La tirosina es precursor de catecolaminas (4). En los animales
un exceso de tirosina produce stress y estimula la secrecidén de
hormonas como las catecolaminas vy corticosteroides que
estimulan la sintesis de colesterol (70); si aumenta la
transaminacién de la tirosina cerebral se podria desviar este
precursor lejos de la sintesis del neurotrasmisor (75), vya

que la sintesis de catecolaminas estd influenciada por la

concentracién de tirosina cerebral. Al aumentar la
administracién de este aminodcido, se promueve su sintesis. La
sintesis de catecolaminas se puede examinar "in vivo" por el

grado de hidroxilacién de la tirosina (el cual es el paso
determinante de la ruta). Al administrar tirosina se aumenta su
concentracién en cerebro asi como la de 3,4~
dihidroxifenilacético y noradrenalina (48). Una enzima de
interés es 1la tirosinaminotransferasa cerebral debido a su
posible influencia sobre la disponibilidad intracelular de 1la
tirosina para la sintesis de catecolaminas. La alta
transaminacién de tirosina puede, en ciertas condiciones, jugar
un papel cuantitativo importante en la regulacién de sintesis
de las catecolaminas cerebrales y la disponibildad de tirosina
circulante (5).

Desde el punto de vista fisiolégico es de gran importancia 1la
fosforilacién de tirosina en el receptor de insulina que tiene
influencia en la capacidad receptora del mismo solo bajo cierto
grado de fosforilacién (12,13,25,30,39,43,46,66,79), y puede
ser importante en la sefial de transduccién del factor de

crecimiento en embriones de ratas y ratones (22,97), también la
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tirosina estimula la secrecién adrenocorticoide (6,74).

En medicina se emplean derivados de tirosina como la
iodotirosina, dibromotirosina y otros, para estimular la
produccién de tiroxina, se usan como constituyentes en 1la

comida tanto directa como indirectamente, aumentando asi la

velocidad metabdlica (44). Para una de las més terribles
enfermedades, El mal de Parkinson se usa un derivado de la L-
tirosina, la L-3,4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA) ¥ sus

derivados (75,78,82,117).

De esta manera se deduce que los requerimientos de aminoécidos,
particularmente de L-tirosina y L-DOPA son elevados. El
requerimiento mundial de L-DOPA constituye varios cientos de
toneladas por afio. En el cuadro 3.1 se presentan algunos

aspectos de la situacién de este aminodcido en el extramnjero.

CUADRO 3.1. Produccién mundial de L-DQPA

Firma/ Pais T™n / aifio Método de obtencién Referencia
Hoffman-La Roche/

E.U.A., Suecia. 100 Quimico 18
Bioderivatives/ Extraccién de plantas

E.U.A. 6 tropicales. 19
Oymedica AB/ Extraccién apartir de
Finlandia. 20 leguminosas. 80

La L-DOPA y sus derivados los producen también las firmas
International Chemical Nuclear Co./ E.U.A.; Rone-pasilene/

Francia; Ajinomoto Co. / Japén.

58



La produccién mundial de L-tirosina por extraccién en 1977 fué

de 10-50 Tn. a precio de 20-40 dl/Kg. (124).

Los métodos de obtencién de aminodcidos se divide
fundamentalmente en cuatro grupos:

1.- Extraccién.

2.- Sintesis quimica con la subsecuente separacién de racematos

y racemizacién del isémero.

3.- Fermentacién.

4,~ Método enzimdtico (111).

Japén ocupa el primer lugar en la produccién de aminoécidos,
en donde casi todos los métodos de produccién industrial se han

probado y utilizado.

3.1, Métodos extractivos de produccién de L-tirosina

La separacién de aminodcidos de hidrolizados de proteinas es
posible solamente cuando estos se diferencian marcadamente de
otros aminodcidos, por ejemplo: cisteina y tirosina, gracias a
su baja solubilidad se diferencian perfectamente de los
aminodcidos que son solubles en agua.

Hasta ahora, la tirosina se produce a escala industrial solo
por extraccién de sustancias naturales (74) de 1la siguiente
manera: COmO fuente para la separacién de tirosina se
encuentran algunas proteinas vegetales por ejemplo semillas de
maiz (embrién) que contiene hasta 5% de tirosina y una serie de
proteinas de origen animal: caseina y particularmente fibrina
(seda). Dichas proteinas se someten a hidrélisis 4cida o

enzimtica con tripsina, la hidrélisis engzimAtica ocurre en
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varios dias, y el rendimiento es de 5 - 7% por extraccién

(103).
La materia prima principal, con un rendimiento del 90% de L-

tirosina son los desechos queratinicos de 1la industria
ganadera, pesquera y textil, ufias, cuernos, lana, plumas,
picos, pezufias, crin, etc. En comparacidén con la disociacién
bdsica y enzimdtica de proteinas, la mejor es la dcida, que da
una disociacién completa de proteinas en un tiempo corto, no
hay racemizacién de aminodcidos, la desventaja es que se
destruye el triptofano (60).

La L-DOPA se ha encontrado en algunas plantas de la familia de
las leguminosas (116). La extraccién a partir de las plantas
por una solucién de acido férmico, acético, cloroacético o
propiénico bajo pH de 2 a 6 y una temperatura de 10 - 80 °C
afitadiendo posteriormente al extracto acetato de plomo. De esta

manera de 1 Kg. de leguminosa Vicia faba, se obtienen 18.9 gr.

de L-DOPA, La firma Oymedica AB / Finlandia ha propuesto el
método que consiste en la adsorcién de L-DOPA a partir de un
extracto de leguminosas en carbén activado, lavado con el
eluyente respectivo y la adsorcién del aminodcido en columna de
intercambio iénico. La L-DOPA se extrae de estas leguminosas
con &cido sulfdrico (80,124). Asi, este método de extraccién de
aminoadcidos se usa para obtener L-tirosina y L-DOPA en 1la
actualidad, pero 1la materia prima la constituyen proteinas
de buena calidad tanto de origen vegetal como animal y en la
mayoria de los casos el rendimiento que se obtiene no es
significativo. En el caso de proteina vegetal, al deshidratar

las plantas, se pierde gran cantidad de L-DOPA.
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3.2, Métodos quimicos de sintesis de L-tirosina

Los métodos sintéticos de obtencién de aminocdcidos son més
variados tanto por la forma de llevar la reaccién como por el
tipo de materia prima. En la actualidad, la L-tirosina no se
obtiene industrialmente por sintesis quimica (60), aunque se
conocen algunos métodos (Cuadro 3.2). Casi todos estos métodos
se han desarrollado en condiciones de laboratorio. La mayoria
son de etapas miltiples que incluyen sintesis y purificacién de
productos intermedios (60). Los sustratos iniciales son poco
accesibles y de un alto costo y el rendimiento del producto
final de D,L-tirosina solamente en algunos casos alcanza de 60
- 65%. Las desventajas de la sintesis quimica para la
obtencién de aminodcidos consisten en la necesidad de separar
los racematos y la racemizacidén de los D-isémeros (78). Los
isémeros O6pticos de tirosina se separan por método quimico
y enzimidtico. En el caso de la separacién enzimAtica de la D,L-
tirosina con carboxipeptidasa pancredtica, el rendimiento total
de L-tirosina alcanza 30% y de D-tirosina 24%. Un buen
catalizador de racematos de aminoAcidos aromAticos es la a-
quimiotripsina que tiene una alta estereospecificidad. Una
limitante para su empleo industrial es 1la utilizacién de
materia prima de origen animal cuyo costo es elevado, y no se
ha encontrado una enzima similar de origen microbiano (60). El
empleo de enzimas inmovilizadas en calidad de biocatalizadores
de dichos procesos, constituye el método méas perspectivo. El
primer proceso industrial de este tipo se realizé baséandose
en aminoacilasa inmovilizada por Tanabe/Japén, que produce

20 Tn. de aminoacidos al mes. Este proceso es considerado
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como la primer sintesis quimica asimétrica de aminoacidos

que se realiza industrialmente.

CUADRO 3.2.Comparacién de los métodos quimicos de obtencién

de L-~tirosina (54).
Método de Sustratos Sustratos Rendimiento total
obtencién iniciales complementarios D,L-tir (%)
A partir de Eter acetil- C H5ONa,
eter-acetil aminomalénico, H%l.
aminomalénico cloruro de N- 48
metoxibenzil.
Sintesis a Eter etilico 02H50Na,
través de - del acido ace- C,HqONa,
oximinoficidos toacético y -- H, S 4,H ’
cloruro de N- aOH,Ni ren 63
metoxibenzil
Acetona, N-me- ONa,
toxibenzalde~- a0Br.
hido.
Condensacién N-hidroxiben- (CH3CO)20,
de aldehidos zaldehido, =-- CH3CONa, P -~
con sustancias dcido hipdrico rojo. 60
que tienen un
grupo metilé-

nico activo,

N-metoxiben- "

zaldehido, -

idantoina. 65
N-hidroxiben Morfolina,

zaldehido, - Hz, Ni ren.

idantoina. NaOH 63
N-metoxiben- (CHBCO) o,

zaldehido, - CHBCONa,HI,
dicetopipe-- P rojo 48
racina.

N-metoxiben-

zaldehido, -

aldehido de "

glicil-D-fe-

nilpropidni- 35

co. (forma L)




3.3.0btencién de Tirosina por fermetacién.

La industria comercial de la fermentacidén en la actualidad en
paises orientales como China produce ademds de los productos
alimenticios fermentados ancestrales, alcoholes, levaduras,
antibidéticos, vitaminas, enzimas, células inmovilizadas con
alguna actividad enzimdtica especifica, esteroides, 4cidos
orgdnicos, A4cidos nucléicos, aminodcidos y sus productos
relacionados. Esta industria juega un papel importante en la
economia de los paises implicados (20).

Durante el cultivo de algunos microorganismos en el liquido de
cultivo se encuentran aminoécidos que son considerados
productos del metabolismo. En Japén se seleccionaron seis cepas
de bacterias pertenecientes a los géneros Vibrio y Pseudomonas.
Durante su fermentacién en medios con tirosina se acumula L-
DOPA, 1los mejores rendimientos de L-DOPA se obtienen bajo
adicién periédica de tirosina : 6.5 g/lt. en el caso de
Pseudomonas melanégenes y 3.4 g/lt en el caso de Vibrie

tyrosinaticus.

Debido a que la sintesis de aminodcidos por microorganismos se
encuentra bajo un estricto control metabdlico de la célula bajo
una restriccién del metabolismo del mismo amincdcido que se
sintetiza (60), lo mds importante lo constituye la eleccién de
mutantes auxétrofas y reguladores. En los mutantes auxétrofos
puede existir una u otra enzima. La produccién de aminoacidos
ocurre en la etapa interrumpida o en el proceso enzimiatico va
por una ruta diferente con formacién de otro producto (23). La
sobreproduccién de aminodcidos es una propiedad de

microorganismos resistentes al aminodcido especifico que



sobreproducen. Estos microorganismos son heterotréficos y la
produccién de los metabolitos se apoya por la suplementacién de
fuentes de carbono con el medio. Las mutantes seleccionadas
para la resistencia a un analogo de un aminodcido
frecuentemente son también resistentes a otros aminodcidos, ailn
cuando no compartieran la misma ruta biosintética.
Alternativamente la célula resistente puede degradar el andlogo
o puede alterar 1la regulacién de 1la ruta guiando a la
biosintesis del aminodcido. En el ldltimo casc, resulta una
sobreproduccién del aminodcido en la célula, y a veces, su
excrecién al medio (85).

Uno de los mecanismos méAs comunes de la aparicién de la
resistencia es que también 1las mutaciones en el sistema
regulatorio de biosintesis de aminodcidos. Algunas mutantes
regulatorias crean la resistencia a anidlogos por la
sobreproduccién de los aminodcidos. El efecto de este tipo de
mutacién es el doble. El alto contenido de aminodcidos en la
célula resulta en una reduccién de la ingesta del aminoécido y
su analogo en el medio. La entrada del andlogo a la célula es
ademds diluido por el exceso del aminodcido intracelular (85).

La ruta biosintética de L-tirosina no es la misma en géneros

como Pseudomonas, Xantomonas o Alcaligenes (118). Las
cianobacterias son el primer grupo de microorganismos que
muestran la dependencia de una diferente secuencia que utilizan
el aerogenato como precursor. La Pseudomonas aeruginosa tiene
la misma ruta de sintesis de tirosina. La presencia de la misma
secuencia de enzimas de esta ruta se han propuesto como una

explicacién de la incapacidad de aislar bloques de autétrofos



de tirosina en este microorganismo (14).
El método para obtener L-tirosina es la hidroxilacién de
fenilalanina, esta conversién es posible por hongos, bacterias,

y levaduras. Los microorganismos transformadores activos son :

Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Aspergillus,
Candida, Escherichia, Flavobacterium, Nocardia, Proteus,

Sacharomyces y otros (60,88),

La acumulacién de L-tirosina se ha descubierto en medios de

crecimiento de mutantes de Escherichia coli, Bacillug subtilis,

Corynebacterium glutamicum. También cepas silvestres de células

de Hidrogenomonas eutropha H-~16 y Microspira tyrosinatica, que

se han cultivado en medios con fenilalanina (60).

En las mutantes reguladores, el mecanismo que controla la unién
reversible se ha perdido o estda expresado muy debilmente.
Dichas mutantes llegan a ser casi o totalmente insensibles a la
inhibicién o represidén por el producto final (124). Mutantes de

Bravibacterium flavum resistentes a andlogos de fenilalanina

tienen una sintetasa insensible a retroinhibicién Yy
sobreproducen la L-fenilalanina y L-tirosina en relaciones
equimolares (101).

Para la produccidén de aminodcidos junto con mutantes comunes se
emplean mutantes poliauxétrofos y auxdétrofos-reguladores
(Cuadro 3.3).

La ventaja de usar una cepa mutante de Rhodotorula raminis

para producir L-fenilalanina se ve justificada por el aumento
de la vida media de la enzima, la actividad especifica 7y una
mayor estabilidad térmica (76).

Los microorganismos mutantes producen aminoidcidos por arriba
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del 50% de la concentracién inicial de la fuente de carbono,
Bajo estas condiciones, la fuente de carbono se asume que se
asigna para la produccién de biomasa y aminodcidos y solo una
pequefiisima parte para otros productos y su mantenimiento. Un
alto porcentaje del aminoidcido formado se produce en un modelo
asociado al no crecimiento, ya gque no cambia el patrén de
produccién de aminodcidos al principio de la fase estacionaria.
Esto va de acuerdo con el propésito de la mutacién: eliminar el
control del microorganismo durante la produccién de

aminodcidos (77).

CUADRO 3.3. Acumulacién de L-tirosina por cepas mutantes de
Corynebacterium glutamicum

Tipo de mutante Rendimie?;? L-tirosina Referencia

Auxétrofo 10.4 16

Regulador 1.0 125

Poliauxétrofo 15.1 36

Auxétrofo-regulador 17.6 10

Como fuentes principales de carbono para el cultivo de las
bacterias se utilizan glucosa e hidrolizados de almidén que son
costosos aun cuando se han usado pretendiendo aprovechar 1los
almidones, desechos de 1la industria procesadora de papa
subutilizados. El1 enfoque se orienta principalmente a la
produccién microbiana de L-fenilalanina usando bacterias
capaces de degradar almidén pero con un rendimiento de L-

tirosina de solo 0.05 %. Por eso se eligieron otras
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. . . . . \ .
cepas de microorganismos que utilizan sustancias que continen
carbono a un menor costo. Algunas de ellas se muestran en el

Cuadro 3.4.

Las mutantes bacterianas de resistencia a andlogos de
aminodcidos se han utilizado para la produccién de aminoacidos

aromdticos a partir de sustratos como glucosa, sucrosa Yy

metanol (101).

CUADRO 3.4 Sintesis microbiolégica de L-tirosina bajo cultivo

de microorganismos en medios con diferentes fuentes

de Carbono. (124,126)
Microorganismo Fuente de Carbono Rendimiento de
(cepa mutante) L-tirosina (%)
Corvynebacterium
glutamicum glucosa 16.6
Brevibacterium
flavum dcido acético 5.0
Co ebacterium
glutamicum KI8B8769 N-parafinas 12.5
Arthrobacter
paraffines N-parafinas 18.0

En la ddltima década el método de fermentacién ha alcanzado
amplia aplicacién por las ventajas que presenta para la
obtencién de L-tirosina sobre la reaccién quimica: posibilidad
de reconstruir moléculas complejas, realizacién del proceso en
menos etapas; no se requiere equipo costoso, ya que los
microorganismos funcionan en medios acuosos a temperaturas vy

presiones normales (60). Al mismo tiempo dicho método tiene
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desventajas: el rendimiento de producto final no es muy alto,
el tiempo de cultivo de biomasa es largo, hay un proceseo de
acumulacién del aminodcido, el empleo de materias caras para la
preparacién de medios, el volumen de energia es alto, y la
contaminacién de producto final por metabolitos propios de

la célula.

3.4.Métodos enzimAticos de obtencién de L-tirogina

Los métodos mds perspectivos de obtencién de aminodcidos es la
gsintesis enzimdtica. Por fermentacién participa una gran parte
del complejo enzimdtico y por el método enzimdtico solo una
parte. Como fuente de la enzima se puede usar: suspensién de
en cultivo 1liquido, filtrado celular 1libre de caldo (5),
células separadas del medio ¥y suspendidas en buffer, células
destruidas (por trituracién, autdlisis, oscilacién o
ultrasonido) (5), extracto celular, debris celular, enzima
cruda (5,65) vy muestras altamente puras (por centrifugacién,
precipitacién por salado, precipitacidn con solventes u otras
técnicas) (5) de la enzima en forma libre o inmovilizada (87).
El sistema de micelas inversas ha abierto una via de aplicacién
técnica de enzimas que catalizan reacciones cuyos productos son
inestables en agua, pero que pueden estabilizarse en medio

orgdnico (11).

Las enzimas son de origen protéico, ya sea simples {(globulares)

o conjugada, muy especializadas y elaboradas por las células

mediante metabolismo propio (3,41,62). La especificidad con la

que catalizan su propia reaccién quimica es debida al
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reconocimiento que hacen del sustrato en paticular al que
convierten en producto de reaccién (121); solo aceleran la
velocidad de aquellas reacciones que termodinamicamente sean
posibles (3). Las enzimas superan notablemente a los
catalizadores confeccionados por el hombre en su especificidad
reactiva, su eficiencia catalitica y su capacidad de activacién
en condiciones suaves de temperatura ¥y concentracién de iones
hidrégeno. Es importante mencionar que las reacciones
catalizadas enzimdticamente tienen lugar con un rendimiento de
100% y no hay subproductos (62).

Las enzimas pueden provenir de varias fuentes, incluyendo
bacterias, hpngos, plantas y animales (2,9,17). Se deben
considerar varios aspectos bara seleccionar 1la fuente de
obtencién de la enzima a utilizar:

*La cantidad de enzima presente en la especie elegida.

*En que fase de crecimiento de la fuente de enzima se encuentra
la mayor cantidad de ésta.

*Cual es el medio adecuado para obtener la actividad
enzimdtica (121).

Se ha demostrado que las enzimas provenientes de células vy
tejidos comparadas con catalizadores quimicos, son efectivas en
tanto como cien millones de veces (121).

Mediante el uso de sistemas biolégicos completos como
biocatalizadores en la sintesis enzimédtica de aminoédcidos, en
el desarrollo o crecimiento del microorganismo utilizado el
medio debe aportar suficiente nitrégeno y carbono; también
pueden ser utilizados intermediarios mAs complejos que pueden

formar parte de la via biosintética del mismo aminoédcido (3).
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Durante la fase de formacién del producto puede intervenir
gran nudmero de factores que afectan el rendimiento, por lo que
el medio de cultivo debe contener factores ©6éptimos par el

crecimiento del microorganismo (65).

Es importante, sin embargo, tomar en cuenta al wutilizar
microorganismos en 1la produccién de aminoécidos, varios
aspectos. Primeramente, 1la seleccién del microorganismo

adecuado para el proceso. En este renglén es en donde se tiene
el mayor impacto de los avances recientes de la Biotecnologia.
Consideremos las caracteristicas deseables del microorganismo:
no debe ser patégeno, no producir micotoxinas u otros téxicos
(63,64); la enzima debe producirse con un alto rendimiento; el
costo de produccién debe ser razonable y la biosintesis debe
ser controlable (74).

Muchas cepas de microorganismos que pertenencen a los géneros

Citrobacter, Proteus, Aerobacter, Erwinia, Escherichia,

Pseudomonas Yy Paracolobacterium que se cultivan en medios con

tirosina poseen actividad TFL y pueden catalizar la sintesis de
L-tirosina y L-DOPA (61,78,82,83,89) . Al utilizar células
nativas disminuye la necesidad del cofactor PLP de la TFL (60).
Se han estudiado cepas de los géneros Erwinia, Escherichia,
Proteus, Pseudomonas y Xantomonas a fin de aislar cepas con una
alta actividad TFL. Tres cepas de Escherichia que tenian 30
afios de haber sido aisladas por el Método de Omeliansky en un
medio con Acido férmico-calcio y peptona se denominaron

Bacterium formicum y actualmente se clasifican como Citrobacter

freundii son anaerobisas facultativas gque utilizan Acido

férmico. Por el Método de Omeliansky también se aislaron cepas
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a partir de estiercol de caballo y vaca, limo de rios, tierras
agricolas de siembra de hortalizas y abono orgénico. Solo seis
cepas aislédas de esta tGltima fuente Yy solo una presenté alta
actividad TFL una cepa de Citrobacter freundii que se reporta
como la cepa mas activa y que ademds puede utilizar otras
fuentes de carbono (60).

Como sustréto de la sintesis en la reaccién de B-sustitucién
estdn: cisteina, cistina, serina, alanina, S-alquil-cisteina,
S(o-nitrofenil)L-cisteina, fenol y derivados (pirocatecol,
resorcina)(34). La TFL cataliza también la sintesis de L-
tirosina y L-DOPA, a partir de piruvato de sodio, amoniaco,
fenol o pirocatecol; en vez de piruvato de sodio como sustratp,
se puede usar 4cido oxalacético, malico, fuméarico, maléico,

glioxilico, lidctico y sus sales o éteres. En la sintesis de

L-DOPA, a la mezcla reaccionante se deben agregar
sustancias reductoras: sulfitos, tiosulfitos, tiosulfatos,
d4cido ascérbico, cisteina, B-mercaptoetanol y sustancias que
forman complejos: EDTA ( 4cido etilendiamino tetracético ),

dietilamina, trietanolamina, N-dioxietilglicina, &acido citrico,
aspartico y otros.

Debido a que el fenol, pirocatecol y piruvato de sodio inhiben
la actividad TFL del catalizador, los mejores rendimientos de
L-tirosina y L~-DOPA se han logrado por adiciones periédicas de
sustratos (61,87), sobre todo el fenol por su toxicidad (60).
Se recomienda idealmente se mantenga la concentracidén de fenol

constante (59,61) (Cuadro 3.5).
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CUADRO 3.5 Sintesis enzimdtica de L-tirosina,
fuente de enzima diferentes microorganismos.

empleando como

Fuente de enzima Sustrato Continuidad Rendimiento Ref
en la sintesis (g/1lt.)
(hrs.)
Erwinia D,L-serina, 95,
herbicola ATCC fenol,NHACl 10 43-53.5 82
21434, células
separadas de medio
Fenol,ace--
tato de amo - . -
- nio,piruva-
to de sodio 10 58-60.5 73
114
Citrobacter Fenol, ace-
freundii ATCC 6750 tato de amo
liquido de culti- nio,dcido -
vo. piravico. 42 52 7
Fenol ,ace-
tato de amo
nio, acido
oxalico. 42 52 7
Citrobacter Fenol
freundii ATCC 6750 +
células separa- acetato de
das del medio. amonio +
acido --
oxalico. 20 10.8 7
acido --
malico. 20 7.8 7
acido --
fumarico. 3 7.8 7
dcido --
glioxilico. 3 4.5 7
acido --
lactico. 3 6.2 7
Citrobacter Fenol ,piru~
freundii ATCC 6750 vato de so-~
enzima purificada dio,acetato
de amonio,
sulfato de
amonio, PLP
(cofactor). 20 16.0 7
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Ervinia
herbicola ATCC
21433 células
separadas del
del medio

Piruvato,
fenol,ace-
tato de
amonio.

20

80

84

Ac.oxal-
acético, -
acetato de
amonio, -
fenol.

20

70

84

Ac.piravi-

co, sulfato
de amonio,

fenol,ace-

tato de -~

amonio.

24

70

84

Ac.piruvi-
vico, fenol.

24

90

84

Piruvato

de potasio,
fenol, ace-
tato de -
amonio.

24

90

84

Piruvato
de potasio,
fenol.

24

84

Erwinia
herbicola

suspensién de
células.

Ac.oxAl-
acético,
acetato de
amonio.

24

84

Ac.oxal--
acético,
fenol ,ace~
tato de --
amonio.

24

90

84

Piruvato de
sodio,fe~-
nol, ace--
tato de ~--
amonio.

24

130

84

Citrobacter
freundii ATCC

6750 engima
aislada.

Piruvato
de sodio,
fenol,ace-
tato de -~
amonio, PLP.

20

160

84
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Citrobacter Fenol, -

freundii ATCC Piruvato
6750 caldo de de potasio
cultivo. ‘ acetato de
amonio. 42 180 84
Ac.oxal~-
acético,
acetato de
amonio. 42 420 84

Fenol, ac.

oxalacéti-

co, aceta-

to de amo-

nio. 42 180 84

Se probdé sustituir el piruvato de potasio por el Acido
oxalacético como sustrato en la reaccidn de sintesis de L-
tirosina por accién de la enzima TFL de varias fuentes. Los
otros sustratos participantes fueron fenol y acetato de amonio,
los resultados se muestran en el Cuadro 3.6, de los cuales se
concluye que bajo estas condiciones Erwinia herbicola resulta

ser la mejor cepa para producir L-tirosina (74).
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CUADRO 3.8 Produccidn enzimatica de L-tirosina
por varias fuentes. (74)

Produccién de L-tirosina (g/1t)

Fuente de enzima Piruvato de sodio Ac. oxalacético

Erwinia herbicola

ATCC 21433 120 100
Citrobacter freundii

ATCC 6750 90 80
Escherichia coli

ATCC 3655 80 -
Citrobacter freundii 50 40

Proteus morgani 110

3848 50 -
Pseudomonas perlutida

ATCC 490 30 50
Aerobacter aerogenes

ATCC 7256 30 50
Salmonella gallinarum

ATCC 9148 50 50
Paracolobacterium '

coliforme ATCC 11605 40 40
Xantomonas campestris

ATCC 17381 40 30
Alcaligenes faecalis

ATCC 8515 30 30
Se han hecho ensayos sobre 1la sintesis de L-tirosina
usando como sustratos fenol, acetato de amonio, sustituyendo

al Aacido piravico por otros Acidos y probando como fuente de

enzima TFL varias cepas de bacterias. Erwinia herbicola produjo

la mayor cantidad de tirosina con Acido oxalico (Cuadro 3.7)
(74). Al cambiar el 4cido pirdvico por serina, ésta no fué

mejor sustrato en la reaccién de sintesis de L-tirosina (60).
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CUADRO 3.7. Sintesis de L-tirosina a partir de acidos

orgénicos (74).

Fuente de enzima Sustituto del Rendimiento
a4cido pirivico (g/1t/hr)

Erwinia herbicola

ATCC 21433 Ac. oxdlico 7.5
Ac. lactico 4.75
Ac. glioxilico 2.4

Citrobacter freundii

ATCC 61750 Ac. oxalico 5.4
Ac. malico 3.9
Ac. maleicoximico ' 3.4

Citrobacter freundii
ATCC 8090 Ac. oxalico 5.1
Ac. lactico 4.1

Salmonella gallinarum

ATCC 9148 . Ac. malico 4.4
Ac. fumarico 2.6
Ac. lactico 3.55
Ac. maleicoximico 3.85

Proteus mirabilis

ATCC 15290 Ac. malico 4.0
Ac. glioxilico 2.5
Ac. maleicoximico 3.5

Aeromonas aerogenes
ATCC 7256 Ac. fumarico 2.75
Ac. glioxilico 2.7

Pseudomonas perlutida
ATCC 490 Ac. fumarico 2.1

Investigadores japoneses obtuvieron células de Erwinia
herbicola inmovilizadas en membranas de colidgeno conservando la
actividad TFL en un 80% e inmovilizadas en CNBr-sefarosa 1la
actividad se conservé un 50%. Los catalizadores indicados
efectdan la sintesis continua de L-tirosina a partir fenol,
piruvato de sodio y amonio; y también la sintesis de L-DOPA a

partir de pirocatecol, piruvato de sodio y amonio, el proceso
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tiene una duracién 7-8 dias y un rendimiento del 70-80%.
La tirosinasa parcialmente pura se inmovilizé en DEAE~-celulosa

Yy se usé como catalizador en la sintesis de L-DOPA a partir de

L-tirosina (116). La columna con el catalizador en un dia
perdié un 75% de actividad pero el empleco de dichos
biocatalizadores no estables, no se aconseja para su uso
industrial, aunque se pueden usar en la practica c¢linica. A

bajas 'concentraciones de tirosina en la sangre, la tirosinasa
inmovilizada debe conservar su actividad el tiempo suficiente
para prolongar la conversién de L-tirosina en L-DQPA.

En literatura se han descrito dichos métodos de obtencién de
preparados de L-tirosina utilizando sistemas bienzimAticos, por
ejemplo: TFL y tirosinasa, y tirosinasa inmovilizada y asilasa.
También se puede obtener L-~-DOPA por hidroxilacién de L-tirosina
por accién de 1la fenoloxidasa, enzima obtenida de la planta
Mucuna pruriens (83).

Otro método bienzimAtico usa la serinochidroximetiltransferasa

de Klebsiella aerogenes y B-tirosinasa de Erwinia herbicola

para la sintesis de L-tirosina donde se propone el mecanismo
donde primero se degrade serina en piruvato y amonio y la
combinacién subsecuente de éstos con fenol con un rendimiento
de tirosina de 0.36 gr/lt x hr (61). También se han usado las
descarboxilasas oxalacéticas de C.freundii y de Micrococus
lysodeikticus que Jjuntas actian sobre 1los sustratos: Aacido
oxalacético, fenol, acetato de amonio, sulfato de amonio y PLP,
para obtener 120 g/1lt. de tirosina; y las enzimas

descarboxilasa oxalacética y tirosinfenoliasa de Citrgobacter

freundii que actuan juntas sobre los mismos sustratos en la
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reaccién de sintesis de L-tirosina con un rendimiento de 140
g/1t. de este aminodcido (74).

Basandose en datos de literatura se concluye gque la sintesis
enzimidtica de L-tirosina usando como catalizador la TFL surge
en una sola etapa, en condiciones no drasticas, un alto
rendimiento del producto final, se requiere equipo sencillo y
se efectia a partir de sustancias producidas por la industria
quimica: fenol, piruvato de sodio y sales de amonio. AdemA&as,
las reacciones enzimdticas son esteroespecificas y conducen
a la formacién de un solo enantiémero, generalmente el
natural (L-), fisioldégicamente activo, con un alto rendimiento
para sustancias potencialmente comerciales (23,116). Algunos
ejemplos de aminoadcidos obtenidos por el método enzimatico son:

L-lisina por accién de la pipecoloxidasa de Rhodotorula

glutinis (51), L-fenilalanina por transaminacién usando células

de Pseudomonas putida (128) y por actividad de la
fenilalaninamoniacoliasa de Rhodotorula glutinis (71), L-

alanina producida utilizando Pseudomonas con actividad Aacido
aspartico descarboxilasa, L-metionina por Aspergillus, L-
triptofano por reaccién inversa de la triptofanasa usando como
sustrato: indol, Acido pirdvico y amoniaco, dcide L-aspArtico
con E.coli con actividad aspartatoamoniacoliasa (34,58,97,129).
En la inversién de D-L-amindcidos son muy utilizadas las
enzimas aminoliasas proveninentes también de varias especies de
microorganismos (120).

El estudio de la literatura muestra que actualmente la sintesis
enzimdtica es uno de los métodos mAs perspectivos para obtener

aminodcidos.
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PARTE EXPERIMENTAL

CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS DE INVESTIGACION.

4.1. Materiales y reactivos utilizados.

Los reactivos empleados en el desarrollo de este trabajo de
tesis se aplicaron en 1las diferentes etapas de nuestras
investigaciones, las cuales se dividieron en cuatro, gque son:
etapa microbiolégica, etapa de valoracién de proteina, etapa
del estudio cinético y etapa de identificacién del producto de
reaccién.

En la primera etapa se empleo, agar bacteriolégio, agar
nutritivo y extracto de levadura, marca Bioxon de origen
nacional, medio TSI, medio MIO, marca DIBCO de origen nacional;
piridoxina, peptona de caseina y caldo nutritivo marca Merck,
de importacién. Se utilizé Caldo de Hottinger preparado en el
Departamento de Ciencias Quimicas de la Universidad Auténoma de
Coahuila, basidndose en el método de preparacién que menciona
Binger (8). Para la valoracién de la proteina celular en todos
y cada uno de nuestros experimentos, se usaron los siguientes
reactivos: reactivo de Folin, tartrato de sodio y potasio,
sulfato de cobre, carbonato de sodio, hidréxido de sodio ¥
dodecilsulfato de sodio, marca CTR de origen nacional.

En el estudio de las cinéticas los reactivos usados fueron:
acetato de amonio, fenol, marca CTR de origen nacional y el
piruvato de sodio marca Sigma de importaciéﬁ. Para el
seguimiento de la cinética en la regién ultravioleta se utilizé
el espectrofotdémetro Beckman DU-50. En la identificacién del

producto de nuestra reaccién se valoré mediante el reactivo de
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ninhidrina, de origen nacional y también se identificé por

cromatografia en capa fina con silica gel.

4.2. Fuente de la enzima.

La cepa de Citrobacter intermedius hiperproductora de la engima

tirosinfenoliasa (TFL), fueron proporcionadas por el Depto. de
Ciencia y Biotecnologia de Enzimas, forma parte de la coleccién

microorganismos y cuyo registro se encuentra en tramite.

4.3. Etapa mjcrobiolégica
Las bacterias de C.intermedius fueron cultivadas en medio

sé6lido para su conservacién y propagacién el medio se compone
de cloruro de potasio, cloruro de sodico, peptona de caseina,
extracto de levadura, L-tirosina y agar bacteriolégico. Ya que
no se conocian algunos datos de esta cepa, 8se procedié a
realizar una serie de pruebas para confirmar su género vy
especie. Las pruebas consistieron en sembrar las células por
estria en placas de agar nutritivo y registrar 1la morfologia
colonial que desarrollaban. Tincién con coloracién Gram y serie
de pruebas bioquimicas (81).

Se hizo el anAdlisis del desarrollo de células de itro t
intermedius en dos medios de cultivo liquidos diferentes (Medio
I: caldo de Hottinger y Medio II: caldo nutritivo) mediante
curva de crecimiento bacteriano siguiendo para este fin dos
metodologias, turbidimetria y conteo de colonias en placa.
La preparacién del Caldo de Hottinger se realizé de 1la
siguiente manera (8). Carne de pulpa de res se limpié de grasa
y tendones, se corté en trozos de aproximadamente 1-2 cm.,

colocédndose a ebullicién durante 15-20 min., utilizando una
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relacién carne:agua (1:2). Una vez hervida la carne se picé. El
caldo, una vez frio se ajusté a un pH=8.0, agregéndose después
la carne picada y 1llevdndose a una temperatura de 40°C.
Mientras se prepararé el padncreas de res, libre de grasa Yy
tejidos de unién, obteniéndose solo la parte interna, se picé
dos veces y una vez picado se agregd al caldo que contenia 1la
carne picada. La proporcién de péncreas en el caldo fué del
10%. Se mezclé perfectamente y se ajusté el pH de la mezcla a
7.8-8.0. Se repitié el ajuste de pH 30 min. despuée, debiéndose
presentar una reaccién de oxidacién. Una vez reestablecido el
PH, la mezcla se pasé a frascos con tapén de resina compacto,
de tal manera que una tercera parte del volumen totai del
frasco quedara libre; después se les afiadidé una proporcién de
1-3% de cloroformo, se cerraron perfectamente y se agitaron
algunas veces, procurando que el cloroformo se entremezclara
del fondo a la tapa y visceversa. Al minuto, se destaparon los
frascos para liberar los vapores de cloroformo. Después de 1-2
hrs. se revisdé la reaccién y se reestablecién el pH a 7.4-7.6.
Se dejé 1la mezcla en digestién de 7-16 dias a temperatura
ambiente. Los primeros 3-4 dias de digestién, se revisé vy
corrigié diariamente el pH, ademéds de agitar los frascos porlo
menos tres veces al dia. Uno o dos dias antes de finalizar 1la
reaccién, ya mno se agitaron los frascos. Se supo que la
reaccién terminé por lo siguiente: en el fondo de los frascos
se deposité un precipitado en forma de polvo, el 1liquido
sobrenadante se aclaré y adquirié una coloracién amarillo-paja,
la mezcla se filtré con facilidad y la reaccién del triptofano

con agua bromada fué positiva. Esta reaccién se realizé como
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sigue; en un tubo de ensaye sevagregaron 3-4 ml. del caldo
filtrado, se afiadié un poco de triptofano y 3-4 gotas de agua
bromada preparada al 3.0-3.5%. La reaccién fué positiva ya
que la solucién tomé una coloracién rosa-violeta. Como control
se usé un tubo que contenia agua con triptofano pero sin
agregar agua bromada. Una vez finalizada 1la digestién del
caldo, este se filtré a travéz de papel filtro, el caldo
filtrado se esterilizé 30 min./1 atm. y se separd el
precipitado formado por centrifugacién, se vacié el caldo en
botellas de vidrio, se esterilizaron nuevamente y se guardaron
en refrigeracién hasta su uso. Cada vez que se usé el caldo de
Hottinger se filtré y esterilizé (se usé diluyendolo en un
volumen de agua destilada igual).

Para el estudio de la influencia del tiempo de incubacién de
las células de Citrobacter intermedius se cultivaron en medio
liquido contenido en matraces E.M de un 1litro (92,93), se
incubaron a una temperatura de 30-32°C y bajo agitacién
constante de 100 - 110 rpm. durante diferentes tiempos de
incubacién que fueron 6,10,11,12,13,14,15,16,18,20 y 24  hrs.
Para la obtencién de biomasa, las bacterias desarrolladas en el
medio liquido se separaron por centrifugacién refrigerada a
10,000 g. durante 30 min., el precipitado celular se lavé dos
veces y suspendidé en buffer de fosfatos 0.1M # PH de 8.5. Esta
suspencién celular se usé como biocatalizador en la reaccién de
sintesis de L-tirosina determinandose la actividad enziméAtica
de cada partida celular obtenida a los diferentes +tiempos de

incubacién probados.
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4.4, Determinacién de la actividad tirosinfenoliasa (TFL),
La actividad enzimAtica de las células de Citrobacter

intermediug se evalué por el consumo de uno de los sustratos,
el fenol, de acuerdo a la parte lineal de la gréafica de la
concentracién de fenol en funcién del tiempo y la técnica del
seguimiento de la reaccién fué de acuerdo al método descrito en

la literatura (87).

4.5. Determinacién de proteina.

La concentracién de proteina celular se evalué por la - técnica
de Peterson modificado que menciona Gorina (42), la cual fué
necesario conocer para determinar la actividad enzimaAtica del
biocatalizador obtenido y la cantidad de proteina celular vque

se puede obtener en funcién de las diferentes partidas de

células.
4.6. Estudio cinético de la gsintesis enzimftica de L-tirosina a

partir de fenol, acetato de amonio y piruvato de sodio,

Para el estudio cinético de la sintesis enzimAtica de 1la L-
tirosina, fué necesario desarrollar un método rdpido y sencillo
Para la determinacién del producto o cualquiera de los
sustratos que participan en la reaccién. El sistema estudiado
tiene una serie de particularidades. El estado de equilibrio
del proceso de sintesis en condiciones éptimas se establece
durante una hora y media. Para medir la velocidad de sintesis
de L-tirosina y la velocidad de consumo de los sustratos, las
alicuotas de 1los reactores batch se tomaron c¢ada 15 min.,

iniciando en el tiempo cero. Otra particularidad de este
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sistema es s8u heterogeneidad. Para la determinacién de 1la
concentracién de 1los sustratos o 'producto de la reaccién
estudiada fué necesario separar las células y el precipitado
que e8 producto de 1la reaccién mediante centrifugacién,
deteniendo previamente 1la reaccién al tiempo de tomar la
alicuota. Por esto se hizo un andlisis de los métodos conocidos
para la determinacién de tirosina, fenol, acetato de amonio ¥y
piruvato de s8odio con el objetivo de seleccionar un método
rapido Yy exacto para el estudio cinético de la sintesis de L-
tirosina a partir de fenol, acetato de amonio y piruvato de
sodio catalizado por células de bacterias con actividad TFL.

Uno de los métodos mAs difundidos para la determinacién del
producto de la reaccién estudiada -tirosina- ez mediante el
reactivo a-nitroso-B-naftol, pero esta técnica es nuy
laboriosa. AdemAs la L-tirosina debido a su baja solubilidad
45 mg/100 ml (72), precipita ya en el inicio de la reaccién 7y
esto complica la toma exacta de la alicuota en un tiempo de
reaccién determinado, asi, no es muy recomendable valorar 1la
cinética de reaccién en funcién de la formacidén del producto.

Para la valoracién cuantitativa del piruvato que es uno de los
sustratos de nuestro sistema reaccionante, con frecuencia se
emplea el método espectrofotométrico fundamentado enla
interaccién del piruvato cdn el reactivo 2,4~
dinitrofenilhidrazina. Este método es sencillo y c¢émodo pero
para el estudio de esta reaccién no es muy recomendable. Ademéas
el piruvato es un metabolito activo porque es sustrato de otras
reacciones enzimdticas de la célula (26), asi como también

participa en reacciones no enzimidticas. Por eso la velocidad
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de acumulacién de tirosina de acuerdo a su magnitud absoluta,se
verd disminuido en comparacién con la velocidad de consumo de
la concentracién del piruvato. E1 tercer sustrato, amonio, de
acuerdo a la literatura se puede determinar por el reactivo de
Nessler. En la realizacién de sintesis enzimdtica de L-tirosina
a partir de fenol, amonio y piruvato de sodio en calidad de 1la
fuente de amonio utilizamos el acetato de amonio que al mismo
tiempo juega un papel de buffer; en mezcla reaccionante siempre
se afiadié en exceso, en comparacién con los demds sustratos.
Esto dificulta detectar exactamente la concentracién de este,
consumida sobre todo cuando se tiene un gran exceso, por tanto
uno de los métodos perspectivos para el estudio de la cinética
de las condiciones de sintesis de tirosina en la reaccién que
es objeto de estudio, fué medir 1la variacién de la
concentracién de fenol en el sistema reaccionante. Efectuamos
un anédlisis de literatura con el fin de seleccionar un método
espectrofotométrico radpido para determinar fenol, descubriendo
algunos métodos (52), que se caracterizan por una especificidad
satisfactoria. Estos métodos son comodos para la determinacién
de concentraciones fendélicas.

La tirosina, el piridoxal fosfato, asi como la proteina celular
interferian la determinacién de fenol por estos métodos. Los
investigadores japoneses (33) estudiando la sintesis enzimédtica
de 1la L-tirosina a partir de fenol, amoniaco y piruvato de
sodio, catalizada por células de bacterias, determinaron el
fenol como sigue: destilaban a este de la mezcla reaccionante
con vapor Yy en el destilado determinaban su concentracién

mediante el reactivo 2,4-dicloroquinoclorin. El1 empleo de este
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método laborioso dificultaria el estudio cinético de la
sintesis enzimAtica de L-tirosina; por eso en base a un método
rapido y sencillo, determinamos el consumo de fenol
espectrofotométricamente. El principio de este método consiste
en valorar 1la densidad 6ptica de las alicuotas de 1la mezcla
reaccionante en el punto de mdxima absorbancia del espectro del
fenol en ultravioleta (UV), claro que después de haber
separado el precipitado de L-~tirosina, 1los espectros de
absorbancia en U.V. se presentan en la Fig.l., donde se aprecia
el méAximo de absorcién a 268 nm, a una concentracién de 100
pg/ml a la cual se sigue la ley de Lamber-Beer (112) y el
coeficiente de extincién molar definido es de 1339 M_lcmj1

Lés lecturas fueron efectuadas en un espectrofotémetro UV-VIS
Beckman DU~50. El mdximo de absorcién de L-tirosina es muy
préximo al maximo de absorcién del fenol, Fig.2.
Estableciendose entonces que la tirosina era el componente
fundamental que interferiria en la determinacién del fenol.
Por eso al efectuar la sintesis en 1las condiciones éptimas
después de algunos minutos de inicio.de la reaccién se tomaban
alicuotas y la reaccién era detenida por calor y posteriormente
centrifugadas para ser separada.Después se tomaba otra alicuota
ahora del sobrenadante para definir la concentracién del fenol.
Ademéds con la dilucién de las alicuotas de mads de 100 veces, la
sensibilidad para detectar tirosina posiblemente soluble en 1la
alicuota tomada disminuia considerablemente del orden de 10_3
considerando que el sistema reaccionante esta completamente
saturado de L-tirosina cosa que nunca sucede en nuestro caso.

Bajo el estudio de cada uno de los paradmetros del sistema
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FIG.1. Espectro del Fenol (concentracién 100 pm/ml)
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FIG.2. Espectro de la L-tirosina (concentracién 200 pg/ml)
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reaccionante se varié en un rango definido, manteniendo
constantes el resto de los parédmetros.

Los sustratos gque participan en lareaccién se estudiaron a
diferentes concentraciones. El1 fenol a 0.03,0.05,0.08,0.09,0.1,
0.2,0.3,0.9,1.0 y 1.5 M; acetato de amonio 0.1,0.3,0.4,0.45,
0.5,0.6,0.8,1.0 y 1.5 M y el piruvato de sodio en 0.05,0.08,
0.09,0.12,0.15 y 0.18 M.

Un factor importante desde el punto de vista fisicoquimico es
la temperatura a la cual se lleva a cabo cualquier reaccién
quimica, por esto se estudié este pardmetro, su influencia
sobre la actividad enzimédtica TFL de las células de Citrobacter
intermedius. El1 rango de temperatura fué de 25 a 45°C. Para
mantener la temperatura deseada en el sistema reaccionante se
usaron bafios de temperatura de recirculacién de agua.

Otro parimetro no menos importante y sobre todo para
reacciones efectuadas por objetivos biolégicos es el pH.
Estudiamos la influencia de este dentro de un rango de 6 a 10,
con nueve diferentes valores de pH de la mezcla reaccionante,
el pH se mantuvo constante al disolver los sustratos en
soluciones buffer preparados a los valores pH mencionados.

En lo que respecta a la cantidad de biomasa adicionada al
sistema reaccionante, se estudiaron 5 volumenes diferentes de
suspencién celular de Citrobacter intermedius, de 2 a 6 ml.,
usadas como fuente de enzima en la reaccién de sintesis de L-

tirosina.
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4.7. Influencia de la tr erencia de masa sobrela accién
cinética de TFL en las células de bacterias

De acuerdo a la revisgién bibliogriafica (60), consideramos que
la enzima TFL se localiza en la membrana citoplasmética de las
células de Citrobacter intermedius, suponemos entonces, que la
dnica manera en el proceso de transferencia de masa hacia el
interior de 1la célula lo presenta la pared celular de ésta,
tanto para los sustratos como para el producto de la reaccién
de sintesis de L-tirosina. En el Cap. II de revisién
bibliografica se encontré que existen tres ZOonas de
transferencia de masa de los reactivos y productos de la
reaccién: primero de la solucién externa hacia la superficie de
la célula; segundo, a través de la pared de ésta y tercero, en
la parte interna de la misma (62,110,112,115). La difusién
dentro de la célula se puede menospreciar al compararla con 1la
difusién que se presenta a través de la membrana celular (102).
De esta manera sobre la velocidad del proceso que es objeto de
estudio catalizado por células de bacterias, influirén 1la
difusién de los reactivos de la solucién externa hacia 1la
superficie de la célula y la difusién de éstos a través de 1la
pared celular. Investigamos el papel que juega la difusién
externa en la cinética de accién de TFL en las células, al
llevar a cabo experimentos en donde el sistema reaccionante se
mantenia en agitacién constante y teniendo la variante en donde
no se agitaba el sistema. Para realizar este tipo de ensayos se
conté con agitadores de plataforma donde se colocaban los
reactores que contenian la mezcla reaccionante con los

sustratos y el biocatalizador bajo condiciones controladas de
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PH y temperatura.

4.8, Identificacién y determinacién de la pureza.

Inicialmente el producto de nuestra reaccién se separd de todo
el sistema reaccionante mediante acidulacién, disolviendo, de
esta manera el precipitado de L-tirosina con una solucién de
dcido clorhidrico 0.5M. Posteriormente por centrifugacién se
separé la biomasa obteniendo de esta manera wuna solucién
transparente a la cual se le agregaron 20 g. de carbém activado
por cada treg litros de solucidén Acida; se sometid a
calentamiento durante 30 min. a 70-80°C, se filtré al vacio vy
el 1l1liquido filtrado se refrigeré durante 24 hrs. Después se
procedid a precipitar 1la L~-tirosina agregando pPequeiias
porciones de hidréxido de amonio, agitando. Los cristales =se
separaron mediante filtracién y se lavaron con acetona la cual
se evapord obteniéndose wun polvo blanco cristalino. MAs
adelante se prepararon soluciones de una concentracién de 0.01M
de L-tirosina grado analitico (g.a), y del polvo blanco
cristalino producto de la reaccién. Con reactivo de ninhidrina
la coloracién de ambos casos fué igual. Mas adelante haciendo
uso de las técnicas cromatogrdficas de papel filtro y capa fina
en silica gel en placas, se prepararon mezclas de disolventes
para la fase mévil, butanol:acido acético:agua, en proporciones

(4:1:1). Los corrimientos se revelaron con ninhidrina.
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. Etapa microbioldgica.

Para el estudio de crecimiento de bacterias en placa se uso
agar nutritivo presentando la siguiente morfologia colonial,
color blanco-aperlado, tamafio pequefio 2 x 3 mm., borde redondo
definido, elevacién plana, forma redonda y tono brillante. El
frotis teifiido con coloracién Gram mostré bacilos cortos G(-).
Las pruebas bioquimicaé resultarcn: Citrato de sodio (+); MIO:
Movilidad (+),Indol (-),0Ornitina (-); SIM: H2S (+), Indol (-),
Movilidad (+/-); TSI: H3S (+), Glucosa (+), Lactosa (+); LIA:
Lisina ({-); éaldo Urea: Urea (-). Al comparar todos estos
resultados con datos de literatura (81) se confirmé el género y
especie del microorganismo con el que trabajamos ¢ »mo

Citrobacter intermedius.

Se hizo el anadlisis del desarrollo de células de Citrobacter

intermedius en dos medios de cultivo liquidos diferentes (Medio

I: caldo de Hottinger y Medio I1: caldo nutriti?o) mediante
curva de crecimiento bacteriano, observandase el mismo
comportamiento de crecimiento (Cuadro I). La expresién gréafica
de estos datos dieron una curva de crecimiento bacteriano
tipica (Fig. 3) donde se presentan‘las diferentes fases de

crecimiento de las células de Citrobacter intermediusgs: la fase

logaritmica tiene una duracién de cinco horas, 1la fase
estacionaria se presenté a las ocho horas y 1la fase de muerte

celular se aprecié a las trece hcras de incubacién.
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CUADRO I.- Crecimiento de células de Citrobacter intermedius
presentado en dos diferentes medios de cultivo liquidos
Log. No. de células/ml
Tiempo (hr.) Medio I Medio II
0 7.01 6.44
1 7.09 6.50
2 7.36 6.68
3 7.21 6.68
4 7.31 7.01
5 8.68 7.40
6 8.86 7.70
7 9.17 8.22
8 9.22 9.25
9 9.29 9.25
10 9.36 9.21
11 9.35 9.15
12 9.28 9.16
13 9.21 9.15
14 9.24 9.04

Al elegir entre los dos medios de cultivo liquidos probados el
mejor, se optd por utilizar en este trabajo el medio II, es
decir el que contenia: caldo nutritivo, ya que este (que es el
componente que difiere del medio I que contiene caldo de
Hottinger) estd ya estandarizado y ademds desde el punto de
vista técnico resulta mids fdacil de adquirir y manejar.

En el estudio de la influencia del tiempo de incubacién de las

células de Citrobacter intermedius desarrolladas en el medio

liquido elegido se pudo apreciar que al incubarse durante 12
hrs. a una temperatura de 30-32°C y con agitacidén constante de
100 - 110 rpm. presentaron la maxima actividad enzimatica TFL;
por lo que se eligidé este tiempo de incubacién como éptimo y de
acuerdo con la curva de crecimiento bacteriano de esta cepa
(Fig.3), a las 12 hrs. de incubacién las células se encuentran
al final de 1la fase estacionaria. Los resultados de este

estudio se muestran en la Cuadro II, y en la Figura 4.
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FIG.3 CURVA DE CRECIMIENTO DE Citrobacter intermedius.
(O) MEDIO 1I: CALDO DE HOTTINGER, PEPTONA DE CASEINA,
EXTRACTO DE LEVADURA, L-TIROSINA Y PIRIDOXINA.
(®) MEDIO 1II: CALDO NUTRITIVO, PEPTONA DE CASEINA,
EXTRACTO DE LEVADURA, L-TIROSINA Y PIRIDOXINA.
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CUADRO II. Influencia del tiempo de incubacién de las células
de Citrobacter intermedius sobre su actividad
enzimatica tirosinfenoliasa.

Tiempo de incubacién Actividad enzimatica Proteina

(hrs.) (moles/mg. * min) (mg/ml)

6
*x 10

6 1.403 1.942
10 3.100 4.077
11 3.765 3.093
12 5.338 3.470
13 5.304 2.886
14 2.880 4.077
15 2.215 2.886
16 1.706 3.470
18 - 4.660
20 -~ 2.907
24 ~ 2.620

5.2. Estudio cinético de la sintesis enzimidtica de L-tirosina a

paritr de fenol, acetato de amonio y piruvato de sodio.

En base al andlisis de los métodos para el seguimiento de 1la
reaccién enzimadtica tanto por consumo de sustratos o formacién
de producto, se opté por monitorear la reaccién por el
seguimiento y desarrollo de todos nuestros experimentos fué de

acuerdo al consumo de fenol como lo indica la Fig.5.

En la Fig.6 se aprecia claramente que la concentracién de L-
tirosina formada es directamente proporcional a la
concentracién de fenol consumida lo cual nos indica que los
estudios se llevaron a cabo en la regién cinética de nuestro

proceso.
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FIG.4
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TIEMPO DE INCUBACION (hrs)

INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION DE LAS CELULAS
Citrobacter intermedius, SOBRE LA ACTIVIDAD TFL EN
PROCESO DE SINTESIS DE L-TIROSINA.

CONDICIONES DE REACCION: 3 - 4 mg. PROTEINA/ml. MR.,
pH 8.0, TEMP. 35 °C, SUSTRATOS: FENOL 0.08M, ACETATO
AMONIO 0.5M Y PIRUVATO DE SODIO 0.15M.
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CONSUMO DE FENOL EN FUNCION DEL TIEMPO, POR CELULAS DE

Citrobacter intermedius CON ALTA ACTIVIDAD TFL.

A) REGION DE DIFUSION, B) REGION CINETICA, ) FIN DE LA
REACCION.

CONDICIONES DE REACCION: TIEMPO DE INCUBACION 12 HRS.,
3 - 4 ng. PROTEINA/ml. MR., pPH 8.0, TEMP. 35 ‘c,

SUSTRATOS : FENOL 0.08M, ACETATO DE AMONIO 0.5M Y PIRUVATO
DE SODIO 0.15M.
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En el estudio de cada uno de los parémetros que definen las
condiciones 6éptimas del proceso de sintesis de L-tirosina
fueron repetidos de 5 a 7 experimentos. Analizamos ia
reproducibilidad de los resultados para diferentes partidas de
células, Cuadro III. Esto es un ejemplo claro de la
reproducibilidad de las regularidades cinéticas de la reaccién

de sintesis de 1la L-tirosina catalizada por células de

Citrobacter intermedius para una partida de células u otras
respectivamente. Debido a que la actividad enzimatica (AE) TFL
de cada una de las partidas de células se diferencian, nos
apoyamos e€n ias velocidades iniciales (Vo) en el rango de

(2.5 - 4 * 10 moles/min) de cada experimento en condiciones

é6ptimas de reaccién.

CUADRO III. Reproducibilidad de resultados
Fecha Partida Prot. Vo A.E. pH T °C Fenol Acet. Pir.
células (mg/ml) *10E3 *10E6 (M) (M) (M)

02-91 I 3.47 3.34 5.33 8.5 35 0.09 0.45 0.12
04-91 11 3.27 2.66 4.63 8.5 35 0.09 0.45 0.12
05-91 I1I 3.47 3.11 5.21 8.5 35 0.09 0.45 0.12
06-91 v 2.75 3.67 7.60 8.5 35 0.09 0.45 0.12
07-91 v 3.71 4.0 6.0 8.5 35 0.09 0.45 0.12

De esta manera podemos decir que las condiciones estandares
para la sintesis de L-tirosina fueron, fenol 0.09M, acetato de
amonio 0.45M, piruVato de sodio 0.12M. El1 volumen de la mezcla
reaccionante en los reactores fué de 30 ml. a un pH de 8.5 y a
una temperatura del sistema de 35°C, la concentracién de
proteina celular fué de 3-4 mg/ml. La mezcla reaccionante

constantemente y en forma intensiva se sometié a agitacién.
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Bajo el estudio de cada uno de los paradmetros del sistema
reaccionante se varié en un rango definido, manteniendose
constantes el resto de los parametros se determindéd la actividad
enzimdtica expresada en moles de sustrato/mg. de proteina
bacteriana por minuto, y la concentracién de proteina en mg./ml
de mezcla reaccionante. En los cuadros 1IV,V,VI,VII,VIII y IX se

presentan los resultados de estos estudios.

CUADRO IV.~ Influencia de la concentracién de fenol sobre la
actividad enzimdtica TFL de células de
Citrobacter intermedius.
Conc. Periodo Actividad enzimatica Conc. prot.
6
fenol (M). induccién (moles/mg * min) * 10 (mg/ml)
(min)
0.03 - - 4.574
0.05 60 1.725 4.574
0.08 30 6.472 4.574
0.09 15 9.639 2.752
0.10 cte 5.520 3.470
0.20 cte - 3.390
0.30 cte - 3.390
0.90 cte - 4.574
1.0 cte - 4.574
1.5 cte - 4.574
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CUADRO V.- Influencia de la concentracién de acetato de
amonio sobre 1la actividad enzimdtica TFL de
células de Citrobacter intermedius. .

Concentracién de Actividad enzimadtica Concentracién de
acetato de amonio (M) (moles/mg*min) *106 proteina (mg/ml)
0.1 1.188 3.390
0.3 7.570 3.390
0.4 8.612 4.368
0.45 10.163 4.368
0.5 8.776 4.367
0.6 9.770  4.368
0.8 11.260 3.390
1.0 11.875 2.401
1.5 11.150 3.634

CUADRO VI.- Influencia de la concentracién de piruvato de
sodio sobre la actividad enzimatica TFL de
células de Citrobacter intermedius.

Concentracién de Actividad enzimitica Concentracién de

piruvato de sodio (M) (moles/mg*min) *106 proteina (mg/ml)
0.05 7.823 1.779
0.08 11.593 1.779
0.09 14.138 1.779
0.12 20.010 1.779
0.15 26.000 1.779
0.18 22.748 1.779
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CUADRO VII.- Influencia del pH de la reaccién sobre la
actividad enzimatica TFL de células Citrobacter
intermedius. J

pH Actividad enzimatica Concentracién de

(moles/mg * min) *106 proteina (mg/ml)
6.0 - 2.140
6.5 4.650 2.140
7.0 13.590 2.140
7.5 | 17.917 2.140
8.0 29.198 2.140
8.5 » 36.636 2.140
9.0 10.541 2.140
9.5 6.907 2.401
10.0 3.445 2.401

CUADRO VIII.Influencia de la temperatura de reaccién sobre la
actividad TFL de células de Citrobacter intermedius

Temp .de Periodo Actividad enzimatica Concentracién de
reacc.("C). induccién (moles/mg*min) *106 proteina (mg/ml)
(min)

25 45 3.073 5.722

30 45 5.884 2.514

35 30 12.125 2.514

37 15 ~11.900 5.722

40 15 6.226 2.514

43 - 5.444 2.514

45 - 1.390 5.722

104




CUADRO IX.~- Influencia de la cantidad de biocatalizador sobre
la velocida inicial de la reaccién enzimatica TFL
catalizada por células de Citrobacter intermedius.

Suspencién Periodo Concentracién Proteina total Velocidad

celular induccién de proteina adicionada inicial

adicionada (min) (mg/ml .MR) (mg) (moles/mg)
(ml) * 10 E4
2 75 1.64 51.302 0.95
3 60 2.46 76.952 1.33
4 30 3.28 120.734 2.22
5 15 4.10 150.920 2.66
6 15 4.92 153.907 3.30
5.4. Particularidades cinéticas de la reaccién de sintesis de

(o)
0]

L-tirosina a partir de fenol, acetato de amonio y piruvato

sodio catalizada por células de Citrobacter intermedius.

El empleo de células de microorganismos para la sintesis de
aminoacidos y otras sustancias organicas es perspectivo
(Cap.III). Las investigaciones de la accién cinética dentro de
la célula podemos considerar que apenas empiezan
adesarrollarse. Los sustratos iniciales en estos casos pueden
participar no solamente en la reaccién que es objeto de estudio
sino también en otras reacciones metabdélicas de la célula (28).
Los productos formados pueden ser sustratos de subsecuentes
reacciones enzimAticas. La membraha de la célula microbiana
reacciona en la transferencia de masa de los reactivos hacia la
célula y hacia afuera de esta. Por eso con frecuencia

independientemente de la alta concentracién de sustratos en 1la
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solucién externa, los procesos de difusién y transporte para
los reactivos es limitante en los procesos enzimdticos que se
desarrollan con células de microorganismos. Des#rrollamos el
estudio cinético de 1la reaccién de sintesis de L-tirosina

catalizada por células de Citrobacter intermedius.

Investigamos el papel que juega la difusién externa en 1la
cinética de accién de la TFL en las células, como se aprecia en

el Cuadro X.

CUADRO X.Influencia de la agitacién de la mezcla reaccionante
sobre la velocidad del consumo de fenol.

Actividad enzimatica Velocidad inicial
6
*10 (moles/mg.min) *10 (moles/min)

Con agitacién 8.3 4.0
7.6 3.67
14.1 4.4

Sin agitacién 2.49 1.2
2.28 0.7
4.23 1.3

De aqui se demuestra que bajo agitacién de 1la mezcla
reaccionante la velocidad de consumo del fenol es mayor que en
el caso de la mezcla reaccionante sin someterse a agitacidn.
Ademéds, cabe mencionar que independientemente de que aunque 1la
agitacién sea intensiva, siempre va a quedar una capa de
sustrato alrededor de la célula que no se va a agitar, pero,
podemos considerar desde el punto de vista experimental que la
difusidén de esta capa acuosa que se forma alrededor de la pared
celular no Jjuega un papel importante en la difusién de los

reactivos. Por tal razén la podemos descartar como limitante en
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el proceso, ya que la difusién de estos a través de esta capa
va a ser mucho mads rdpida que la difusién a través de la pared
celular que estd constituida por lipopolisacaridos,fosfolipidos
¥y peptidoglucanos. Bajo una agitacién intensiva del sistema
reaccionante podemos considerar que la difusién de los
reactantes del medio exterior hacia la pared celular no limita
al proceso de sintesis de L-tirosina catalizado por células de

C.intermedius.

En las curvas cinéticas de nuestra reaccién se observa un
periodo de induccién, el cual se conserva aun bajo una
intensiva agitacién del sistema reaccionante (Fig.5). Se
aprecia el periodo de induccién que nos indica que se encuentra
relacionado con 1la transferencia de masa de los sustratos a
través de la pared celular y la velocidad de consumo de fenol y
acumulacién de tirosina seran numéricamente iguales. Es
probable que el periodo de induccién esté relacionado con la
modificacién de 1la pared celular y gracias a esta, 8e ve
aumentada su permeabilidad permitiendo el acceso de los
sustratos. Esto se ha observado en experimentos cinéticos para
otros microorganimos (130). En la revisién bibliografica se
hizo notar que 1la membrana externa de bacterias G(-) se
encuentran poros a través de los cuales se pueden difundir
sustancias de bajo peso molecular (73). Tales poros pueden/ ser
bloqueados por otros componentes de la membrana celular.

El periodo de induccién probablemente corresponde al tiempo
necesario para el acceso de los sustratos hacia los poros
(130). E1 fenol gque es uno de los sustratos de la sintesis de

L-tirosina, es un plasmolizador de la membrana celular por eso
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la modificacién de la.pared celular transcurre ya durante la
misma reaccién. El periodo de induccién depende de la
concentracién inicial de fenol en el sistema reaccionante hasta
0.09M, pero con el aumento de la concentracién de fenol, por
encima de estas concentraciones, el periodo de induccién
permanece constante (Cuadro IV). La sintesis de L-tirosina no
se observa si la concentracién de fenol es menor a 0.05M, como
se muestra en la Fig.T.

Es posible que esto se relacione con la inguficiente
modificacién de la pared celular. En la literatura por ejemplo,
se establecié que bajo el tratamiento de células de E.coli por
tolueno (91), el periodo de induccién sobre las curvas

cinéticas del consumo de fumarato de amonio y acumulacién de

acido L-aspArtico se ve disminufido al incrementar la
concentracién de este plasmolizador hasta un porcentaje
volumétrico de 0.8 (el rango estudiado fué de 0.1 a 1.0). De

la 1literatura se sabe que el fenol se puede unir a diferentes
proteinas y organelos celulares (110). En consecuencia de esto,
la sintesis de 1la L-tirosina no ocurre cuando la concentracién
interna de fenol es muy baja.

El periodo de induccién se relaciona con la modificacién de la
pared celular y depende de la partida de células y del tiempo
de conservacién de la biomasa, ya que en el proceso de
conservacién, las células forman capas mucosas que se
transforman en barreras adicionales para los sustratos y eso

trae consigo el periodo de induccién.
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FIG.7 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE FENOL SOBRE EL PERIODO

DE INDUCCION DE LA REACCION DE SINTESIS DE L-TIROSINA
CATALIZADA POR CELULAS DE Citrobacter intermedius.
CONDICIONES DE REACCION: TIEMPO DE INCUBACION 12 HRS., 3-
4 mg.PROTEINA/ml.MR., pH 8.0, TEMP. 35 °C, SUSTRATOS:
ACETATO DE AMONIO 0.5M; PIRUVATO DE SODIO 0.15M Y FENOL
0.03M (@), 0.05M (O), 0.08M (@), 0.09M (W), 0.2M (X)),
0.3M (+).
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Este periodo también depende de la temperatura, vya que al
aumentar esta, el primero se ve disminuido (Cuadro VIII ¥y
Fig.8). La temperatura influye sobre el estado fisico de 1la
pared celular. El nivel de libertad de las cadenas de 1lipidos
tiene 'un significado escencial para el funcionamiento del
sistema enzimdtico en las membranas celulares y para la
permeabilidad de la misma membrana. La disminucién o incremento
de la temperatura conducen al endurecimiento o ablandamiento de
los acidos grasos respectivamente (1). Bajo altas
concentraciones de fenocl y la a una temperatura de 40°C el

periodo de 1induccién desaparece.

5.4. Sintesis enzimatica de la L-tirosina a partir de fenol,

acetato de amonio y piruvato de sodio catalizada por celulas de

Citrobacter intermedius

El andlisis de la revisién bibliogrdfica de 1los diferente
métodos de obténcién de L-tirosina mencionados en el Cap.III,
mostré que un nuevo Yy perspectivo método es la sintesis
enzimatica.

Las células de Erwinia herbicola con alta actividad enzimdtica
TFL, catalizan la sintesis de L-tirosina a partir de serina vy
fenol con un alto rendimiento en funcién del tiempo de reaccién
¥y la actividad de esta, es del orden de 6 gr/lt.* hr. (74). Las
células de esta bacteria catalizan también 1la sintesis de
tirosina a partir de fenol, acetato de amonio y piruvato de
sodio pero en este caso su rendimiento es menor; en el caso de

Citrobacter freundii (59) que catalizan la sintesis de L-

tirosina a partir de fenocl, acetato de amonio y piruvato de
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sodio con un rendimiento de 6 gr./lt.* hr. El1 empleo de células
de microorganismos en calidad de catalizadores en la sintesis
de L-tirosina presenta una serie de ventajas: las células
tienen una alta actividad TFL y no es necesario aislar la
enzima, no es necesaria la adicién a la mezcla reaccionante de
cofactores con alto valor agregado como lo es el piridoxal
fosfato, el cual se encuentra unido ya con la enzima dentro de
la célula misma.

5.5.Condiciones éptimas de la reaccién de L-tirosina a partir

de fenol, acetato de amonio y piruvato de sodio catalizada por

células de Citrobacter intermedius.

TFL es una enzima inducida, se sintetiza dentro de la célula de
C.intermedius y otros microorganismos (10,14,31,35,40,50,56,60,
74,90,107,108) al adicionar en el medio de crecimiento L-
tirosina. Se considera que esta enzima cataliza las reacciones
de a,B-eliminacién de tirosina. En las investigaciones de
autores japoneses donde emplean células de E. herbicola vy
E.intermedia con alta actividad TFL, y de autores rusos con
células de C. freundii también con alta actividad TFL, 1la
sintesis de L-tirosina es del orden de un 70 a 90% de acuerdo
al consumo de fenol. En nuestro caso es de un 80 a 90% y el
desplazamiento del equilibrio hacia la formacién de L-tirosina
con las condiciones éptimas de reaccidén lo facilita 1la baja

solubilidad de la tirosina.
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INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA SOBRE EL PERIODO DE
"INDUCCION DE LA REACCION DE SINTESIS DE L-TIROSINA
CATALIZADA POR CELULAS DE Citrobacter intermedius.
CONDICIONES DE REACCION: TIEMPO DE INCUBACION 12 HRS.;
3 ~ 4 mg.PROTEINA/ml1.MR.; pH 8.0; TEMP. 25°C (@), 30°C
(0), 35 °c (O), 37°C (X), 40°C (@), 43°C (X), 45°C (Q);
SUSTRATOS: FENOL 0.08M, ACETATO DE AMONIO 0.15M
Y PIRUVATO DE SODIO 0.15M.
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En base a las investigaciones cinéticas dé la reaccidén de
sintesis de L-tirosina definimos las condiciones d&ptimas de
esta reaccién.

La concentracidén éptima de fenol determinada para este proceso
se aprecia claramente en la Fig.9, (actividad enzimatica contra
la concentracién del fenol), determinando que a una

concentracién de 0.09M las células de C.intermediugs refleljan

su maAxima expresién de la actividad TFL y por ende, en donde se
logra la mayor conversién de sustratos en producto de reaccidn.
Al estudiar esta grdfica, apreciamos claramente que la
actividad enzimAtica se ve aumentada en elvrango de 0.05 a
0.09M de fenol. Con concentraciones superiores a esta altima,
la actividad enzimAtica disminuye. Esto se debe probablemente a
que estas concentraciones de fenol lisan totalmente a la célula
e inhiben la actividad TFL de estas células, de tal manera que
lo éptimo para nuestro biocatalizador y lograr la maxima
sintesis de L-tirosina es empleando 0.09M de fenol.

En cambio cuando estudiamos la influencia de los otros dos
sustratos acetato de amonio y piruvato de sodio (Fig. 10 y 11
respectivamente), apreciamos claramente que estos no tienen una
influencia considerable dentro de nuestro sistema reaccionante,
vya que al variar la concentracién de piruvato de sodio en un
rango de 0.01 a 0.18M, la actividad enzimdtica de las células
se ve aumentado. Sin embargo a concentraciones superiores de
este rango, la actividad enzimdtica TFL permanece constante, lo
cual nos dice que la sintesis de L-tirosina no cambia cuando la
concentracién del piruvato de sodio es superior a 0.12M. Lo

mismo sucede con el sustrato acetato de amonio estudiado en un
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rango de concentracién de 0.1 a 1.5M, la actividad TFL no
cambia arriba de 1la concentracién de 0.45M, de tal manera
definimos que estos dos sustratos no son limitantes en nuestro
sistema reaccionante.

El pH 6ptimo definido en la reaccién de sintesis de L-tirosina
fué de 8.5 y estos experimentos se encuentran representados en
la Cuadro VII y Fig.12. El1 andlisis de esta grafica muetran
que el cambio del pH en el rango de 6 a 8.5 1la actividad
enzimdtica se ve influenciada positivamente por la
concentracién de iones hidrénio, esto se debe probablemente a
que se tiende al equilibrio del micromedio de la enzima TFL que
se encuentra dentro de la célula (89,120), sin embargo a ‘pH
arriba de 8.5, la actividad enzimadtica se ve disminuida
trayendo consigo la disminucién de la formacién de la L~
tirosina en nuestro sistema reaccionante.

La temperatura 6ptima encontrada para nuestro proceso fué de
35-37°C (Fig.13), de aqui logramos definir que el aumento de la
temperatura hasta los 37°C, la actividad TFL de las células se
ve aumentada, esto se debe probablemente a lo descrito en el
Cap. IV, sin embargo al aumentar la temperatura por encima de
37°C 1la actividad enzimatica disminuye, esto puede ser porque
aunada a la influencia de la temperatura con la concentracién
de fenol aumenta considerablemente 1la permeabilidad de
la membrana, este lGltimo trae consigo la termoinactivacién y la

misma inhibicién de la enzima por el fenol.
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INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE FENOL SOBRE LA
ACTIVIDAD TFL EN CELULAS DE Citrobacter intermedijus.
CONDICIONES DE REACCION: TIEMPO DE INCUBACION 12 HRS.,
3-4 mg.PROTEINA/ml1.MR., pH 8.0, TEMP. 35°C, SUSTRATOS:
ACETATO DE AMONIO 0.5M, PIRUVATO DE SODIO 0.15M Y FENOL.

115




10 4

+ + $ 4 $ } >
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6

ACETATO DE AMONIO (M)

FIG.10 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE ACETATO DE AMONIO
SOBRE LA ACTIVIDAD TFL DE CELULAS DE Citrobacter
intermedius.

CONDICIONES DE REACCION: TIEMPO DE INCUBACION 12 HRS.,
3 - 4 mg . PROTEINA/m1.MR., pH 8.0, TEMP. 35°C, SUSTRATOS:
FENOL 0.09M, PIRUVATO DE SODIO 0.15M Y ACETATO DE AMONIO
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FIG.11 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE PIRUVATO DE SODIO
SOBRE LA ACTIVIDAD TFL DE CELULAS DE Citrobacter

intermedius. .
CONDICIONES DE REACCION: TIEMPO DE INCUBACION 12 HRS.,
3 - 4 mg.PROTEINA/ml.MR., pH 8.0, TEMP. 35°C, FENOL

0.09M, ACETATO DE AMONIO 0.45M Y PIRUVATO DE SODIO.
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FIG.12 INFLUENCIA DEL pH DE REACCION SOBRE LA ACTIVIDAD TFL DE
CELULAS DE Citrobacter intermedius.
CONDICIONES DE REACCION: TIEMPO DE INCUBACION 12 HRS.,
3 - 4 mg.PROTEINA/ml1.MR., TEMP. 35°C, SUSTRATOS: FENOL
0.09M, ACETATO DE AMONIO 0.45M Y PIRUVATO DE SODIO 0.12M
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FIG.13 INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA DE LA REACCION SOBRE LA

ACTIVIDAD TFL DE CELULAS DE Citrobacter intermedjus.
CONDICIONES DE REACCION: TIEMPO DE INCUBACION 12 HRS.,

3 - 4 mg.PROTEINA/ml.MR., pH 8.5, SUSTRATOS: FENOL
0.09M, ACETATO DE AMONIO 0.45M Y PIRUVATO DE SODIO 0.12M
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En el estudio de la influencia de la concentracién de proteina
celular sobre el proceso de sintesis de L-tirosiha a partir de
fenol, piruvato de sodio y acetato de amonio reflejé que al
aumentar la concentracién de biocatalizador basado en células
de C.intermedius con alta actividad TFL la velocidad inicial
del proceso de sintesis de tirosina aumenté en forma
proporcional, en el estudio de concentracién de proteina
celular en un rango de 1-5 mg/ml el periodo de induccién se ve
disminuido (Cuadro IX) y la velocidad depende linealmente de la
concetracién de proteina celular dentro de este rango (Fig 14).
De esta manera las condiciones dptimas definidas por nosotros
para el proceso de sintesis de L-tirosina mendiante células de

Citrobacter intermedius con alta actividad TFL a partir de

fenol, pirivato de sodio y acetato de amonio fueron las
siguientes: pH 8.5; temperatura 35-37°C; concentracién de
biomasa 3-4 mg/ml.MR; concentraién de fenol 0.09M;
concentracién de acetato de amonio 0.45M; concentracién de
piruvato de sodio 0.12 M; tiempo de incubacién de las células
12 hrs.

Cabe mencionar que para la identificacién de cada uno de estos
parametros fueron montados un minimo de 5 experimentos,
logrando bajo estas condiciones la sintesis de L-tirosina de 8
gr./lt. * hr., comparando este dato con 1los de otros autores,
solamente en un caso el resultado es semejante y en comparacién

con los demds nuestros resultados son superiores (Cuadro XI).
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INFLUENCIA DE LA CANTIDAD DE PROTEINA BACTERIANA SOBRE
LA VELOCIDAD INICIAL DE LA REACCION DE SINTESIS DE L-
TIROSINA CATALIZADA POR CELULAS DE Citrobacter
intermedius CON ACTIVIDAD TFL.

CONDICIONES DE REACCION: TIEMPO DE INCUBACION 12 HRS.,
pH 8.5, TEMP. 35°C, SUSTRATOS: FENOL 0.09M, ACETATO DE
AMONIO 0.45M Y PIRUVATO DE SODIO 0.12M.
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CUADRO XI. Obtencién de L-tirosina por métodos propuestos por

diferentes autores.

Método Cantidad de L-tirosina obtenida
( gr/1t/hr.)

Ref.

Enzimdtico, usando

células de Citrobacter
intermedius, con
actividad TFL.

Enzimdtico, usando
células de Erwinia
herbicola con actividad
TFL.

0.029

31

Enzimatico, usando
enzima cristalizada

de Citrobacter freundii

6.11 * 10

76

Fermentativo, usando
cepa mutante de
Bravibacterium flavum

4.16 * 10

92

Enzimdtico, usando
células libres de
Citrobacter freundii
con actividad TFL.

81

Enzimdtico, usando
células inmovilizadas
de Citrobacter
freundii con actividad
TFL.

81

Enzimdtico, usando
células de Erwinia
herbjcola con
actividad TFL.

69

Enzimdtico, usando
enzima aislada de
Citrobacter freundii

69

Enzimdtico, reaccién
acomplada de enzimas
purificadas de
Citrobacter freundii
ATCC 6750.

69

Enzimatico, usando
células de Citrobacter
freundii
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5.6. Identificacién y determinacién de pureza del producto de

reaccién.
Con reactivo de ninhidrina se identificé al producto de
reaccién una vez cristalizado como aminoacido. Al hacer uso de

la técnica de cromatografia en capa fina al revelar los

corrimientos con ninhidrina, los Rf obtenidos de los
cromatogramas fueron iguales tanto la L-tirosina grado
analitico wutilizada como patrén , como el Rf del producto de

reaccién cristalizado. Demostrandec con esto que el producto de
reaccién que obtuvimos a partir de fenol, acetato de amonio y
piruvato de ‘'sodio fué tirosina. En la Fig. 15 se presenta el

cromatograma en capa fina.
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FIG.

»

15 CROMATOGRAMA PARA LA IDENTIFICACION DEL PRODUCTO

DE LA REACCION TIROSINFENOLIASA.

1.- CONTROL (AMINOACIDO L-TIROSINA GRADO
ANALITICO); 2.~ MEZCLA DE AMINOACIDOS: HISTIDINA,
LISINA, ACIDO L-ASPARTICO, L-TIROSINA (PRODUCTO
DE LA REACCION TFL) Y TRIPTOFANO; 3.- PRODUCTO DE
LA REACCION TFL (L-TIROSINA).

FASE MOVIL: ACIDO ACETICO:BUTANOL:AGUA (1:4:1)
FASE FIJA: SILICA GEL. REVELADOR: NINHIDRINA.
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CONCLUSIONES

1.- Se logré establecer una metodologia eficiente para el
estudio de la biosintesis de L-tirosina usando células de

Citrobacter intermedius con alta actividad tirosinfenoliasa. La

reaccién se monitoreé por consumo de fenol en funcién del

tiempo.

2.- Se establecié que el factor limitante de la reaccién en 1lo
que respecta a los sustratos fué la concentracién de fenol,
debido a su doble papel, tanto de plasmolizador como de
sustrato de la reaccién, mientras que los otras dos sustancias
usadas en calidad de sustratos (acetato de amonio y piruvato de

sodio) no son limitantes en la reaccién estudiada.

3.- El periodo de induccién de la reaccién de sintesis de L-

tirosina <catalizada por células de Citrobacter intermedius se

ve influenciado por la concentracién de fenol wusado como

sustrato y la temperatura del sistema reaccionante.
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4,.- El1 estudio de las condiciones de la sintesis enzimadtica del

aminodcido L-tirosina catalizada por células de Citrobacter

intermedius donde participan tres diferentes sustratos permitié

establecer los parametros Sptimos de la misma:

* Concentracién de biocatalizador 3 - 4 mg./ml.

*Tiempo de incubacidén de las células de Citrobacter intermedius

12 hrs.

*Concentracién de sustratos fenol 0.09 M, acetato de amonio 0.45
M., piruvato de sodio 0.12 M,

*pH de la reaccién 8.5.

*Temperatura de la reaccién 35 - 37°C.

5.~ El nmétodo enzimdtico estudiado resulta perspectivo
comparado con los propuestos por otros autores, desde el punto
de vista del rendimiento del proceso que es de un 80-90% y 1la
obtencién de 7-8 gr. de L-tirosina/ 1lt.* hr. Considerando de
importancia el hecho de que se usen células de bacterias en
calidad de biocatalizador, evitando de esta manera el proceso

adicional de la extraccidén de la enzima intracelular TFL.

6.- El1 conocimiento de las condiciones éptimas de esta reaccién
permiten tener un mayor control y aplicacién de la misma, por
lo cual se propone como un método alternativo para la obtencién
del aminodcido L-tirosina que tiene importancia en la industria

en general, incluyendo la alimentaria.
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