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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo |la caracterizacion cinética de la
reaccidn de sintesis de L-3.4-dihidroxifenilalanina (L-OOPA) catalizada por
celulas libres e inmovilizadas de Cilrobacter freundii con actividad
tirosinfenaliasa (TFL). Esta investigacion estuvo orientada al desarrollo de
biocatalizadores fundamentados en células de microorganismos para la
obtencién de aminoacidos de interés econdmico, siendo la L-DOPA de gran
importancia por su amplio uso come medicamento para el tratamiento del Mal
de Parkinson.

Se establecieron las condiciones dptimas de |a reaccion de sintesis del
aminoacido en reactores tipo batch utilizando como catalizador células libres e
inmovilizadas de C. freundii. Se determind que para ambos casos las
condiciones eran las mismas, siendo éstas las siguientes: temperatura, 30°C;
pH, 7.5; concentracion de catecol, 0.075 M; concentracidn de piruvato de sodio,
0.15 M, acetato de amonic, 0.60 M; concentracion de catalizador, 1.63 mg por
mL de mezcla reaccionante.

En base a este estudio se calcularon las constantes de Michaelis
aparentes y la velocidad maxima para cada uno de |0 tres sustratos de la

reaccion.



Para el caso de (a inmovilizacién de las células, se probaron dos

soportes: k-carragenina y alcohol polivinilico (PVA), encontrandose que baja las

condiciones estudiadas el primero de ellos era el mas idéneo; en este sentido,

una concentracion de carragenina de entre el 3 y el 4% resultdé ser la mas

adecuada para la inmovilizacion de C. freundii.

El presente trabajo de investigacion dio origen a diversas ponencia

presentadas en los siguientes eventos de indole académica:

89™ General Meeting de la American Saciety for Micrabiology. Chicago,
USA. 1999.

Vill Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria y IV Congreso
Latinoamencano de Biotecnologia y Bioingenieria. Huatulco, México. 1999.
(dos ponencias).

XXIl Encuentro Nacional de la Academia Mexicana de Investigacidn y
Docencia en Ingenieria Quimica, A.C. (AMIDIQ). Mazatlan, México. 2001.
101* General Meeting de la American Society for Micrabiology. Orlando,
USA. 2001.

Esta investigacion fue desarrollada con el apoyo brindado por el Consejo

Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT), el Laboratorio de Bioquimica y

Genética de Microorganismos de la Facultad de Ciencias Biologicas de la

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn y el Departamento de Biotecnologia de

la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Auténoma de Coahuila.



ABSTRACT

The present work had as objective 10 characterize kinetically the reaction
of synthesis of L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) catalyzed by free and
immobilized Citrobacter freundii cells with tyrosine phenol-lyase (TPL) activity.
This investigation was guided to the development of biocatalyst based in cells of
microorganisms for the obtaining of amina acids of economic interest, being the
L-DOPA of great importance for the wide use like medication for the treatment of
Parkinsan's disease.

{t was established optimal conditions for the reaction of synthesis of the
amino acid in bat¢h reactors using free and immabilized C. freundii cells as
catalyst. H was determined that for both cases the canditions were the same,
being these the following. temperature, 30°C; pH, 7.5; catechal concentration,
0.076 M, sodium pyruvate concentration, 0.15 M; ammonium acetate
concentration, 0.60 M; catalyst concentration, 1.63 mg/mL of reaction mixture.

Based in this study, were calculated the apparent Michaelis constants
and the maximum velocities for each one of the three substrates of the reaction.

For the case of cell immobilization, two supports were praven: x-
carrageenan and poly{vinyl alcohal} {(PVA), being that under the studied

condition the first of them was the most suitable; in this sense, a concentration



of carrageenan between 3 and 4% it turned out to be the more appropriate for

the C. freundii immobilization.

The present work from investigation gave origin to diverse report
presented in the fallowing events of academic nature:

- 99" General Meeting of the American Society for Microbiclogy (ASM).
Chicago, U.S.A 1999.

- VIl National Congress of Biotechnology and Bioengineering and [V Latin
American Congress of Biotechnology and Bioengineering. Huatulco, Mex.
1999. (Two reports).

- XXIl National Encounter of the Mexican Academy of Investigation and
Docent in Chemical Engineering (AMIDIQ). Mazatlan, Mex. 2001.

- 101* General Meeting of the American Society for Microbiclogy (ASM).
Orlando, U.S.A. 2001.

This investigation was developed with the support offered by the National
Council of Science and Technolkegy (CONACYT) in Mexico, the Laboratory of
Biochemistry and Genetics of Microgrganisms of the Faculty of Biological
Science of the Autonomous University of Nuevo Ledn, Mexico, and the
Department of Biotechnology of the Faculty of Chemical Science of the

Autonomous University of Coahuila, Mexico.



INTRODUCCION

En los Gltimos 20 afios se ha desarroltado intensamente a nivel mundial
la produccién de aminodcidos para uso medicinal, industria pecuaria, alimenticia
y farmacéutica. Por ello, es de gran importancia la busqueda de nuevos y mas
eficaces métodags para |a sintesis de aminoacidos, en particular de la forma L-,
ya que es |a forma bioldgicamente activa.

Un método adecuadc para la obtencidon de aminoacidos es la sintesis
enzimatica. Las enzimas superan notablemente a los catalizadores quimicos
utilizados por el hombre; y las razones de éxito pueden resumirse por su alta
especificidad, eficiencia catalitica y capacidad de activacién en condiciones
suaves de temperatura y pH, el producto se obtiene ademas con un alto
rendimiento y grado de pureza y en forma selectiva el isdmero L-.

El uso de enzimas en la industria es un ejemplo de aplicacion tecnolégica
que ha impactade de manera extraordinaria en las industrias farmaceutica y
alimenticia, y que a largo plazo tendra repercusiones muy importantes en los
campos del petroleo, hule y plasticos. Une de los campos en los que el uso de

enzimas ha tenido un amplioc desarrollo es el de la produccién de



aminodcidos; a mivel mundial se tiene una gran produccion enzimatica de
alanina, lisina, treonina, aspartato, fenilalanina, metionina y glutamato.

La tirosinfencliasa (TFL; E.C. 4.199.2) es una enzima que esta
ampliamente distribuida entre [os microorganismos y se sabe que Citrobacter
freundii y Erwinia herbicola la producen en niveles altos. Esta enzima cataliza
una serie de reacciones de a,p-eliminacion, #-sustitucidn y racemizacion. La
tirosinfenoliasa cataliza la degradacién de tirosina a piruvato, fenol y amonio. En
1975 se determind que las reacciones de a,p-eliminacién eran reversibles y en
el caso particular de tirosina y sus analoges, el equilibrio aparente tiende hacia
la direccion de sintesis del aminoacido cuando estan presentes grandes
cantidades de fenol, piruvato y amonio. Esta misma enzima cataliza la reaccidn
de sintesis de L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) si el fenol es sustituido por
catecol. La TFL ha sido utilizada para [a sintesis de L-tirosina ¢ L-DOPA,

La L-3.,4-dihidroxifenilalanina es utilizada en el tratamiento del mal de
Parkinson. Este aminoacido es el precursor inmediato de la dopamina, un
neurotransmisor esencial en el sistema nervioso central. La L-DOPA, como tal,
es practicamente inerte desde el punto de vista farmacoldgico; por tanto, sus
efectos biologicos se deben al producto de su descarboxilacion, la dopamina.
En el paciente con parkinsonismo, la levodopa disminuye la bradicinesia,
rigidez, temblor y depresion mental. El alivic en las manifestaciones mas
importantes del Mal de Parkinson se acompaiia de una mejoria proporcional en
las alteraciones en |a expresion facial, habla, escritura, deglucién, respiracion y

de las funciones mentales.



En Meéxico la L-DOPA se encuentra principalmente bajo cuatro
presentaciones comerciales, todas ellas de importacién: Larodopa®
{Laboratorios Roche); Madopar® (levodopa y bencerazida, Laboratorics
Roche), Racovel® (levodopa y carbidopa, Laboratorios Cryophamma); y

Sinemet® (levodopa y carbidopa, Laboratorios Prosalud).

IMPORTANCIA DE ESTE ESTUDIO.

De acuerdo con la Organizacion para la Cooperacién y el Desamallo
Econémicos (OCDE) México ocupa el sitic 37 de 44 pafses clasificadas
respecto al desarrollo cientifico, por lo que continua la importacién de
tecnologia, equipos y bienes de capital costosos y gbsoletos del extranjero, que
significan una fuga de divisas calculada por el Banco de México en alrededor
del una por cienta del Productae Interno Bruto (PIB).

La importancia de esta investigacion se relaciona con las
repercusiones en el contexto regional y nacional, ya que permitira desarrollar
tecnologia propia a nivel nacional, enfocada a la produccion de L-aminoacidas.
Ademas, se generara el conocimiento tedrico-practico sobre el uso de
microorganismos en procesos biotecnologicos contribuyendo asi  al
enriquecimiento del conocimiento de [a microbiclogia aplicada, [0 que, en
retroalimentacion, permitira a su vez optimizar y eficientizar diches procesos.

Ademads, los metodos de produccidn de biomoléculas ulilizando enzimas o



células de microarganismes reducen la inversion de capital total y los costos de

operacion con respecto a los métodas tradicionales.

JUSTIFICACION.

En el Departamento de Biotechologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Autonoma de Coahuila, se ha realizado
investigacién pionera en México en el estudio cinético de la sintesis enzimatica
de aminodacidos. Estas investigaciones permiten plantear la posibilidad de
utilizar células de Citrobacter freundii como catalizador para la sintesis del
aminoacido L-3 4-dihidroxifenilalanina a partir de catecol, amonio y piruvato.

Paor otra parie, es de todos conacido que la situacién actual del desarrollo
industrial lleva consigo el grave problema de la contaminacién ambiental. Ante
este panorama, una alternativa para disminuir este prablema es la introduccion
de tecnologias limpias. El empleo de células de microorganismos ¢on actividad
enzimatica tiene una serie de ventajas que pueden contribuir para alcanzar este
propésito, motivos que justifican el realizar investigacion tendiente a desarrollar
tecnologia menos dafiina para el entomo, esto es, tecnologia limpia.

Aunado a lo anterior, existe actualmente una demanda cada vez mayor
de aminodacidos en diferentes ramas de la economia mundial. En este contexto
la L-3,4dihidroxifenilalanina es empleada ampliamente en medicina coma parte
del tratamiento del mal de Parkinson y, en nuestro pais, constituye un producto

de importacién.



OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Establecer los parametros fisicoquimicos optimos de la reaccion

tirosinfenoliasa para la sintesis de L-DOPA utilizando células libres e

inmovilizadas de Citrobacter freundii como catalizadores.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1.

Determinar los parametros optimos de la reaccién tirosinfenoliasa
(temperatura, pH, concentracion de sustratos, concentracion de
biocatalizador) catalizada por células libres de Citrabacter freundii para la
sintesis de L-DOPA.

Determinar las condiciones de inmovilizacion en gel de x-Carragenina y/o
en alcohol polivinilico de las células de C. freundii para su uso como
biocatalizador en la sintesis de L-DOPA.

Determinar los parameiros oOptimos de la reaccion tirosinfenoliasa
(temperatura, pH, concentracibn de sustratos) catalizada por células

inmovilizadas de C. freundii para la sintesis de L-DOPA.



HIPOTESIS.

La actividad tirosinfencliassa de las células de Citrobacter freundii
utilizadas en la sintesis de L-3 4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) es influenciada
por fas condiciones de reaccion, por io que es posible optimizar dicha actividad
mediante el establecimiento de las condiciones adecuadas para la sintesis del

aminoacido de interes.
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ANTECEDENTES

GENERALIDADES SOBRE LA PRODUCCION DE AMINOACIDOS.
Importancia de los Aminoacidos.

Las proteinas son unos de |os componentes mas importantes y
abundantes de cualquier sistema bioldgico, constituyen la clase de compuestas
biolkigicos de mayor diversidad. Las proteinas justifican la integridad estructural
de ciertos organismos, asi como la de las enzimas que contralan las funciones
vitales”. De acuerdo con Alvarez y De la Garza', tradicionalmente se aprecia
un alimento en funcién de su contenido proteinico. Mas adn, el precio que
tienen los afimentos estd frecuentemente basado en dicho parametro. Sin
embargo, no todas las proteinas tienen el mismo valor. Esto esta dado par la
composicion propia de la proteina, esto es, el tipe de aminoacidos que la
componen.

Del total de 20 aminodcidos que existen en las proteinas,
aproximadamente doce de ellos pueden ser sintetizados paor el ser humano, es
decir, no necesitamos ingernrlos como tales en los alimentos, sino que podemos
obtenerlos transformando algun otro componente alimenticio. Sin embargo otras
ocho no son sintetizables, y por lo tanto, son esenciales; tienen que estar

incluidos en nuestra dieta®.



En el caso del ser humanc la necesidad de aminoécidos no es tan
evidente ya que al ser omnivoro, la dieta no es tan rigida y la gran variedad de
ingredientes complementa los desequilibrios aminoacidicos que puedan existir.
Sin embargo, en ciertos casos como el de nifios con desnutricidén avanzada,
ancianos, convalecientes, comatosos o inmunocomprometidos se requiere de
alimentacion parenteral que contenga la totalidad de aminoacidos, por [0 menos
aquellos que son esenciaies 0 mas timitantes. Asi, las dietas para regimenes
especiales pueden contener: treonina, valina, isoleucina, histidina, metionina,
lisina, fenilalanina y triptéfano. Estos dos Gltimos son particularmente escasos
en fuentes tradicionales de alimentacion de los mexicanos, como es el maiz.

Ademas de su useo como componente directo en [a alimentacion, algunos
aminaacidos tienen por si mismos otras aplicaciones. Tal es el caso de
fenilalanina, que es empleada para la sintesis de péptidas con propiedades
edulcorantes como el aspartame®. Por otro lado, el acido glutamico (en forma
de glutamato monosédico) es ampliamente utilizado, sobre todo en paises de
Onente, como potenciador de sabor, Asimismo, se emplea en la sintesis de
glutatién, hormona de gran impaortancia.

Alvarez y De la Garza' mencionan que la fenilalanina es un praducto que
ha adquirido recientemente una gran importancia en el mercado de produccién
de aminoacidos. Anteriormente fue utilizado en formulacion de soluciones
nutritivas, pero en los ultimo afios se ha incrementado su demanda ai utilizarse

como materia prima de un grupo de sustancias con poder edulcorante, dentro
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de las cuales destaca el éster metilico de la aspartil-fenilalanina, conaocido bajo
las marcas de Aspartame® o Nutra Sweet®,

La sintesis de los mencionados edulcorantes es totalmente dependiente
de la disponibilidad de dicho aminoacido; mas aun, sélo la L-fenilalanina
produce un péptido con poder edulcorante. Esto obliga a que el proceso de
sintesis del aminoacido sea esterevespecifico. Por ello, la mejor manera de
obtenerlo es por via bioldgica. Las paosibilidades de produccién que existen son:
sintesis quimica, a partir de fenilacetaldehido hidantoina; por bioconversién o
por fermentacion can glucosa.

La tecnologia para obtener este aminoacido por via biolégica se ha
trabajadc desde los sesentas. La investigacion reciente ha permitido obtener
cada vez procesos mas rentables y productivas' ®,

Un ejemplo mas es la tirosina. Este aminoacido es el precursor inmediato
para la sintesis de la dihidroxifenilalanina (DOPA), en este momento uno de los
farmacos mas empleados en el tratamiento del mal de Parkinson. La arginina se
ha utilizado para tratar algunos casos de problemas hepaticos y de esterilidad
masculina.

De acuerde con Quintera”, la produccion de amingacidos por procesos
biotecncldgicos ha sido una de las grandes aportaciones de la biotecnologia a
la alimentacién. Se trata de un sector donde los procesos quimicos han sido
sustituidos poco a poco por biotecnologias.

Este autor’’, hace una breve resefia de cdmo se dio este proceso. A

inicios de este siglo se descubrieran en Japdén las propiedades del acido

13



glutamico como saborizante, comenzando la produccién comercial de glutamato
de sodio a partir de hidrolizados acidos de trigo y proteina de soya. En 1957 se
descubrio que Corynebacterium gilutamicum producia acido L-glutamico y a
partir de ese momento esta bacteria se convirtid en la principal fuente del
aminodcido. Este descubrimiento y su explotacién comercial tuvieron enorme
impacto en la industria de la fermentaciéon japanesa, ocasionando que la
mayoria de los procesos de fermentacidn para la produccidn de amincacidaos
hayan sido desarrolladas en ese pais.

En el sudeste asidtico (Japon, Corea y Taiwan) se encuentran
localizados 13 de los 17 mayores productores de aminoacidos a nivel mundial;
siendo las empresas japonesas (Ajinomota, Kyowa Hakko y Tanabe Seiyaku)
las de mayor capacidad productiva. En México la empresa Kyowa Hakko tiene
una planta productora de L-lisina, treonina y triptéfano.

Como resultade de los constantes desarrolios de la biotecnologia
moderna se espera que la produccian de aminoacidos aumente. Entre estos

desarrolios se encuentran”

- Aislamiento y construccion (via ingenieria genética) de cepas
hiperproductoras, superiores a las actuales, que han sido obtenidas
por métodos de seleccidn de erganismos desregulados.

- Procesos combinados de sintesis quimica, enzimatica y microbiana.

- Mejoramiento de |os procesos de fermentacion: escalamiento optimo

de las condiciones de fermentacién y control del proceso.
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Métodos de Obtencion y Produccion de Aminodcidos.

Sintesis guimica.

Esta alternativa €s en nuestras dias menos utilizada que las de origen
bioldgico, ya que la complejidad de las estructuras quimicas de los aminoacidos
son todo un reto para la sintesis organica; mas aun, la necesidad de que dichos
productos sean estructuraimente “L” ¢gmplica mas el proceso de obtencion. Sin
embargo, existen casos en que no se ha logrado un procesao de tipo biologico
eficiente, como en el caso de la metionina; por lo que ne puede dejarse de lada

la sintesis quimica'.

Sintesis enzimatica.

Debido a la complejidad estructural de los amincacidos, es muy comun
que la sintesis quimica total no sea una respuesta adecuada. Sin embargo, una
alternativa puede ser |a sintesis catalizada por enzimas; esto es, qué ung 0 mas
de los pasos de transformacion sean catalizados por enzimas aisladas’.

Empero, para que esta alternativa sea aplicable, se tisnen gue cumplir
con ciertos requisitos como son: que las enzimas que vayan a actuar sean
facilmente aislables y estables en condiciones de produccidn; que los sustrates
de dichas reacciones sean econdmicgs y accesibles y que se puedan lograr con
facilidad las condiciones de reaccion, Asi, no cualquier reaccion enzimatica

puede ser utilizable a nivel productive.
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Un ejemplo en el que se ha legrado lo anterior €$ la produccién de serina
a partir de glicina y formaldehido. En este caso se utiliza la enzima serina

hidroximetil transferasa de una cepa recombinante de Klebsiella'.

Produccion microbiana.

La produccién de aminoacidos a partir de microorganismos es sin duda el
procedimiento mas utilizado, y se basa en un principio muy simple: estos seres
sintetizan en forma natural aminodcideos a partir de sustratos elementales y en
forma muy eficiente. Sin embargo, dichos organismos producen aminoacidas
solo en la medida de sus necesidades. Esto es, para satisfacerse a si mismos,
no a nosotros. For ello, es necesario “afterar” estas células para que ahara, sin
sus controles propios, sinteticen aminoacidos en forma descontrolada. Esto es
lo que se conace como sobreproduccién o hiperproduccion. Estos fenémenos
han sido descritos desde finales de la década de los cincuenta®®.

Para obtener sistemas sobrepreductores, exislen varias estrategias que

se comentan a continuacion' 20,

a) Bacterias que en forma narmal excretan amincacidos. En este caso se
encuentran las bacterias que sobreproducen &cido glutamico a aspartico,
Existen algunos casos en la naturaleza como lo sen Corynebactenum
giutamicumn, Brevibacterium lactofermentum y Brevibacterium flavum, |as cuales
en condiciones limitantes de biotina en el medic de cultivo excretan estos
metabolitos. Esto es debido a que al limitarse esta vitamina, la sintesis de

lipidos de membrana se ve trastornada, ésta se vuelve porosa y la bacteria es
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incapaz de acumular los aminoacides, los cuales son eliminados al medio tan

pronto como se producen.

b) Biotransformaciones microbianas. Las biotransformaciones son
transformaciones quimicas las cudles son catalizadas por microorganismos o sus
enzimas®, Las reacciones de biotransformaciones son catalizadas por enzimas
producidas por celulas microbianas y por todo organismo vivo. En su funcidn
natural las enzimas catalizan y controlan las reacciones anabdlicas y catabdlicas
necesarias para los procesos de la vida tales como bioenergética, crecimiento y
replicacion. Las enzimas anabdlicas, implicadas en las vias biosintéticas,
usualmente son sustrato especificas; mientras que muchas enzimas catabdlicas,
involucradas en papeles digestivos, defensivos y de degradacion en los
organismos vivos, parecen haber evolucionado con rangos mas extensos de
d63

especificidad””. Asi, la mayoria de los compuestos organicos (excluyendo a los

compuestos inestables o altamente reactivos) pueden servir como sustratos para
transformaciones catalizadas por enzimas™.

Las biotransformaciones pueden hacer posible las siguientes operaciones:
- Introduccion a un centro de simetria.
- Transformacion de un grupo funcional entre varios grupos de reactividad similar.

- Funcionalidad selectiva de atomaos de carbono no activados.

- Resalucion de racematos por la transformacion selectiva de un enantiémero.
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Generalmente, tales transformaciones son posibles solamente por métodas
quimicos por secuencias indirectas y complicadas de reacciones o no son
posibles de ninguna manera. Usualmente, un microorganismo adecuado para una
transformacidn deseada puede ser seleccionado mediante un labarioso proceso
de screening o tamizaje. Para estos propositos, se utiliza cualquier coleccion de
cultivos puros disponible o los microorganismos son aislades de muestiras de
suelo. Estas microgorganismas se hacen crecer en medios de cultivo adecuados
para sus demandas nutricionales y posteriormente son probados para evaluar su
capacidad para realizar la transformacion deseada sobre el sustrato®.

Otro metodo para encontrar ks microorganismos adecuados, estd basado
en el enriquecimiento de estos microorganismos a partir de muestras de suelos,
los cudles son capaces de crecer sobre el sustrato que van a transformar
utilizandolo como Unica fuente de carbono. Estos tendran posteriormente el
sistema enzimalico necesario. Sin embargo, lo que se desea es una ruta
bloqueada, de tal manera que el intermediario deseado se acumule sin ser usado
completamente para asimilacion. Por lo tanto, estos cultivos son tratados con
agentes mutagenicos y los mutantes que puedan crecer sobre fuentes comunes
de carbono pero no par largo tiempo sobre el sustrato que sera transformado, son
seleccionados para reproducirios en cajas petri. En estos mutantes, el
metabolismo del sustrato esta bloqueado®'2.

Las biotransformaciones pueden ser efectuadas con células en crecimiento
0 en repaso o sus esparas. En algunos casos, es necesario trabajar can enzimas
aisladas para prevenir reacciones adicionales debido a otras enzimas del

organismo. Las células ¢ |as enzimas inmovilizadas hacen posible el uso continuo
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y repetido del biocatalizador. El sustrato que sera transformado es afadido
posteriormente como una sustancia pura o una solucién concentrada a un
solvente con la mas baja toxicidad, tales como el agua, etanol, acetona y
dimetilsulfoxido™.

En biotransfomaciones con células en crecimiento, los microorganismas
son inoculados y crecidos en un medic que provee un crecimiento ¢ptimo bajo
condiciones adecuadas de pH, temperatura y concentracion de oxigeno disuelto.
El sustrato que sera transformado es afiadido durante la fase de crecimiento; sin
embargo, el momento mas favorable para la adicidn serd determinado
experimentalmente. Este métade es simple y con frecuencia es realizado en el
screening para microorganismos e incluye la posibilidad de inducir la actividad
enzimatica deseada por crecimiento en presencia del sustrato. Sin embargo. las
mejores conversiones son, con frecuencia, logradas en la fase estacionaria®®?.

En biotransformaciones con células estacionarias, el microorganismo es
cultivado en un medio de crecimiento optimizado y después es recogido por
centrifugacion o filtracion, Las células son entonces resuspendidas en un medio
de transformacion y el sustrato es arfiadido. Una solucion amortiguadora con un
pH éptimo es suficiente para este medio de transformacion; can la finalidad de
retener la viabildad el mayor tiempo posible, ciertos nutrientes tales como la
glucosa son con frecuencia incluidos en los medios de transformacion. La adicion
del sustrato que sera transformado al medio de crecimienta durante el cultivo
inicial puede realzar la actividad enzimatica deseada. En éste método, desde el
crecimiento y la biotransformacién, las etapas son separadas; los efectos de

inhibicion del crecimiento del sustrato o producte san eliminades. La
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concentracion celular puede ser ajustada hasta un nivel Gptimo para la
biotransformacién y el aislamiento del producto desde un medic simple de
biotransformacién resulta ser més sencillo®.

En los biotransformaciones con esporas, los microorganismos capaces de
esporular san cultivados bajo condiciones que faverecen una buena esporulacion.
Las esporas scon entonces colectadas y pueden ser almacenadas en forma de
pasta a bajas temperaturas por un largo tiempo. Las biotransformaciones son
realizadas por esporas en medios con propiedades amortiguadoras. La ventaja en
este caso, s la alta estabilidad de las esporas®® %,

Para biotransformaciones con celulas inmovilizadas o enzimas, se utilizan

matrices inertes para la inmovilizacion tales como: gel de poliacrilamida, alginatos,

K-Carragenina o celulosa'®. Si es necesario, las células pueden ser rejuvenecidas

o crecidas in sifu en la matriz donde estan inmovilizadas para prolongar su uso®.

c) Cepas auxotrofas. Las cepas auxétrofas son aquellas que requieren un
metabolito para su crecimiento, al ya no pader producirlo. Frecuentemente, las
vias metabdlicas que conducen a la sintesis de un aminoacido se encuentran
ramificadas: esto es, vias que producen aminodacidos parecides tienen un
tronco comun al inicio y luega se ramifica. Tal es el caso de los amingacidos
aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptdfanc), asi como los de ta familia del
aspartico (lisina, metionina, trecnina e isoleucina). En este Uitimo caso, el acido
aspartico es precursor comuin de los cuatro posteriores y se transforma en

aspartil fosfato en e! primer paso comun de la via'.
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Si dafiamos el gen que codifica para alguna de las enzimas de las vias
pasteriores a la ramificacion, la bactena sera ahora incapaz de producir una
enzima activa, y por ello tampoco producira el metabelito final, se convertira
entonces en auxdtrofa a ese metabolito. La consecuencia de ello es que el flujo
de materia prima se canalizara ahora s0lo a la (o las) ramificacion (es) libres, y
asi aumenta el producta final de ellas (s). Esto es, tendremos una cepa
sobreproductara del {o los) aminoacido (s) cuya via de sintesis no fue dafiada.

Esto no es todo, analicemos los mecanismos de regulacion de la sintesis
de aminoacidos: los productos finales de una via ramificada regulan su propia
sintesis madulando la actividad de la primera enzima de dicha via (Figura 1).
Esto implica que en una cepa auxotrofa en que no se produce uno de los
reguladares, esta regulacion no se dara o sera de menor cuantia, aumentando
asi la sintesis de otro producto final'. Ejemplos de esto son las auxotrofas a
homoserina, que sobreproducen lisina; las que requieren tirosina y
sobreproducen fenilalanina, etcétera

Es importante mencionar que por el hecho de ser auxotrofas, esias
cepas requieren de Ja adicion de un metabolito para poder crecer y por lo tanto
producir un aminoacido. Sin embargo, es muy importante que las cantidades
que se agreguen del suplemento sean l(imitantes, esto es, que apenas
sostengan el crecimiento. De otro modo, un exceso de dicha sustancia hara que
se inhiba Ia sintesis de dicho producto, tal como si se produjera de forma

normal.
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d) Mutantes regulatorias. Hay que recordar que el fenomeno de regulacion a
nivel de sustrato estd dado a partir de la interaccidn fisica del producto final
(cuya sintesis se desea modular), con la primera enzima de la via en el sitio
alostérico de ésta (un sitio diferente del activo).

Ahora bien, si dafiamos el gene que codifica para la citada enzima
regulable, precisamente en la parte donde se codifica el sitio alostérico, éste no
sera funcional al no poder reconocer al producto final. Estas mutantes seran
sobreproductoras, ya que, aunque el producto se acumule, su sintesis no se

detendra al no funcionar €l mecanismo regulador.

Pasos regulados genéticaments
—® Paso melabélico por:

Eritrosa4-P * Triptofano
+ ** Fenilalanina

Fosfoenolpiruvato o~ ¢+ Tirosina

R Y

CAHP

= [anibicién por retroalimentacion

Corismato

Antranilata

' Hidroxitenil
. piruvate
Tnptofano

Fenilalanina Tirosina

Figura 1. Regulacidn de la vla de sintesis de amincacidos aromaticas Eechenchia col
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Por otro lado, si dicha mutante no reconoce a su regulador (producto
final), es muy probable que tampoco pueda hacerlo con una molécula muy
parecida a &l (analogo), que en forma normal es toxica para la bacteria, pues
detiene la sintesis de un aminoacido sin gque éste exista, ya que interacciona
con el sitio alostérico por la semejanza estructural. Por lo tanto, una mutante
resistente al analogo es muy probablemente sobreproductora. Este tipe de
mutantes es muy facil de identificar.

Ademas del control de la sintesis a nivel de sustrata que ya se menciono,
existe la regulacion a nivel de expresidn genética. En el modelo del “operon®
vemos que se produce una proteina la cual, sélo en presencia del aminoacido
cuya sintesis se regulara, se adherira al llamadge sitio operador, impidiendo asi
la expresion de los genes que cadifican para la via metabblica de la sintesis del
aminoacido (control negative). También mediante este mecanismo [a
acumulacion del producte final detiene su propia sintesis.

En este caso también es valida la estrategia de seleccion con analogos
toxicos, ya que una mutante no requlable a este nivel {mutante constitutiva) na
sera sensible ni al preducto final ni al andlogo. De este modo tendremos
tambien sobreproduccidn.

Es muy frecuente encontrar que las cepas de interés industrial son
mutantes con varias marcas genéticas, en que se han utilizado varias de las
estrategias arriba comentadas. Con estas cepas se han kgrado mayores
indices de sobreproduccion, mas aan, en ocasiones se presentan fenomenos
de sinergismo en que una doble mutacion es mas productiva que la suma de

dos independientes'.
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e) Cepas productoras mejoradas por ingenieria genética. Las técnicas de
ingenieria genética son (al mencs en tecrfa) muy utiles para mejorar la
sobreproduccion de aminoacidos. Esto se basa en que, al clonar (en plasmidos
pequerios) los genes (mutados ¢ NY) responsables de la sintesis de las enzimas
de la via metabdlica, podran encentrarse en un nimerc de copias muy elevado,
con una gran capacidad productiva. Este planteamiento ha side facilmente
utilizable, y en algunos ¢asos ha dado muy buenos resultados. En la produccidn
de treonina se ha logrado clonar todos los genes de la via particular ya mutados
(esio es, que provienen de una cepa sobre productora) y se ha llegada a
praducciones mayares que las de las cepas no recombinantes®® ¥

Sin embargo, los resultados no son en realidad tan alentadores como se
esperaba. La mayor parte del trabajo de ingenieria genetica para produccion de
aminodcidos se ha realizado en Eschenchia coli, ya que de esta bacteria se
conocen muchas herramientas moleculares gue permiten la manipulacion
requerida; no asi en el caso de bactenas comae Brevibacterium o
Corynebacterium (ambas Gram positivas), las cuales han demostrado ser
mejares productoras de alguncs amincacidos, como los de la familia del acido
aspartico. Las técnicas de biologia molecular en estas especies se encuentran
apenas en desarrollo, y los mejores resultados se obtienen con la técnica de
fusion de protoplastos, muy utilizada en bacterias Gram positivas (el protoplasto
es una célula en la que las paredes se han digerido por medio de enzimas; la
fusion de protoplastos que existen en sucesién se favorece por aditivos como

polietilenglicol)®".
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Para el futuro los espectaculares avances que estan teniendo lugar en las
técnicas de ingenieria genética ofrecen la perspectiva de que sera posible obtener
facilmente una enzima con independencia de su funcién catalitica 0 su origen en
la misma cantidad y al mismo precio que las pocas enzimas como las proteasas y
las carbohidrasas utilizadas en el proceso del azicar y del almidon actualmente
dominantes. Esto podra conseguirse incrementando el nimero de copias de un
gen en un organismo dado y por tanto las concentraciones y cantidades de
enzima producida, o mediante técnicas de transferencia genética intercepas.
Estas técnica, como la fusidn de protoplastos, tienen la ventaja de que trabajan
bien con ceélulas de caracteristicas y origenes filogenéticos muy diferentes, ya que
ademas las células hijas nc estan en general severamente mutiladas por la
acumulacién de mutaciones perjudiciales, como ocurre con las técnicas
mutagénicas convencionales. Sin embargo, la expresion del material genético
introducido es incierta, constituyendo probablemente el principal problema
planteado en este campo. La expresién de enzimas en los microorganismos
huéspedes se ve afectada por muchas variables, y entre ellas se incluye la
seleccion de la cepa huésped, el puntc de unibn del nbosoma, el ndmero de
copias del plasmido, la secuencia de aminoacidos y el N-temninal de la enzima.
Por ejemplo, en uno de los huéspedes méas conocidas, £. col, 1os genes extrafios
dan lugar frecuentemente a grandes depdsitos de proteinas insclubles en forma
no nativa. Puesto que las ¢élulas obtenidas mediante ingenieria genética pueden
estar con frecuencia metabdiicamente mutiladas de forma que su velocidad de

crecimiento sea menor que la de las células madres, podria parecer que su
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empleo como células inmovilizadas representaria alguna ventaja, ya que éstas no
necesitan crecer cuando se utilizan en esta forma®' 8!

Winter et al.'%" han descrito una aplicacion de las iécnicas de manipulacion
genética al convertir la cisteina 35 del centro activo de |a tirosil tRNA sintetasa de
Bacilius stearothermophillus en serina clonando el gen para 'a enzima en un
vector de forma que con un oligonucledtido sintético mal emparejado se facilitara
la mutagénesis. Hee-Sung sf al.*® construyeron una via metabolica hibrida para la
sintesis de L-DOPA clonando en E. coli kos genes para las enzimas tolueno
dioxigenasa y tolueno cis-glicol deshidrogenasa provenientes de Pseudomonas
putida, y el gen para [a enzima tirosinfencliasa proveniente de Citrobacter fraundii.
Esta nueva via metabdlica permitio evitar el problema de la rapida oxidacion del
catecol cuando se utiliza solo |a tirosinfencliasa para la sintesis del aminoacida.

Sin embargo, tales técnicas de modificacidn suponen un conocimiento
precisc acerca de la relacidon entre la estructura primaria de la enzima en
investigacion y su actividad, estabilidad y otras propiedades caracteristicas que no
han sido establecidas para las enzimas industrialmente importantes, o incluso
para cualquier otra. Las técnicas de clonado genetico que implican la
manipulacion de las regiones promotoras pueden utilizarse para amplificar la
expresion de ciertos genes de forma que sus proteinas representen una
proporcion maycer entre las proteinas de las celulas. Las células recombinadas
genéticamente también pueden ser utilizadas en forma inmovilizada. Por ejemplo,
B. subtilis inmovilizado que transporta un plasmido para la proinsulina de rata
produce proinsulina continuamente cuando 'a c¢élula crece, pero la sintesis o

excrecion de proteinas no se inhibe por la adicidn de un antibidtico como la
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novotiocina, que inhibe la replicacion del DNA. En este estudio las células se
inmovilizaron en perlas de agarosa de 100-300 um de diametro utilizando aceite
de soya como medio de suspension'®,

Recientemente se ha reportado la clonacion de la fenilalanina-
transaminasa de Paracoccus denitrificans en E. coli, obteniéndose rendimientos
altos en la produccidn de fenilalanina®,

De este modo, aunque las técnicas moleculares han demostrado ser
utiles, hasta el momento no han significado un avance revolucionario en este

campa, coma se esperaba® 197,

Inmovilizacion de Células y Enzimas.

Una enzima inmovilizada es definida como “la enzima fisicamente
confinada o localizada en una cierta region con retencion de su actividad
catalitica"?. El términc inmovilizado no sbélo es aplicable a enzimas, sino
tambien a organelos celulares, células microbianas, células vegetales, células
animales o a todo tipa de catalizadores'®.

Se han establecido varias aplicaciones industriales con biocatalizadores
inmovilizados y hay un gran ndmero de referencias sobre inmovilizacion
disponibles'>1*%%, La primera aplicacién industrial de enzimas inmovilizadas fue
realizada par Chibata y sus colaboradores de la Tanabe Seiyaku Co., en Japdn,
en 1969. En este proceso una aminoacilasa fungica fue inmovilizada sobre
DEAE-Sephadex por medic de unidn idnica y utilizada para la hidrdlisis

enantioselectiva de N-acil-0,L-aminoacidos''. La primera aplicacion industrial
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de células microbianas inmovilizadas fue también llevada a cabo exitosamente
por Chibata y sus colabaradores en 1973 para producir L-aspartato a partir de
fumarato de amonio utilizando células de Escherichia coli con alta actividad
aspartasa atrapadas en gel de poliacrilamida.

La inmovilizacion de enzimas y células es un método practico cuandg se
consideran bioprocesos que emplean biocatalizadores. En la actualidad, la
aplicacion de biocatalizaderes inmovilizados incluye (i) la produccién de
compuestas Utiles par reacciones de estereoespecificidad, (i) la produccién de
energia por procesos bicldgicos, (iii) el tratamiento selectivo de contaminantes
para resolver problemas ambientales, (iv) el andlisis de diversos compuestas
con alta sensibilidad y especificidad, y (v) la utilizacién en la manufactura de
nuevas drogas, drganas artificiales etcétera'™,

Sin embargo, la inmovilizacion de células tiene algunas desventajas que
debe ser consideradas para cuestiones practicas. (i) pueden sintetizarse
productos secundarios debido a que las celulas pueden contener enzimas que
catalizan reacciones indeseables y (ji} la pared y membrana celular de células
intactas a menudo evitan que los sustratos, productos y otros componentes de
las reacciones atraviesen con facilidad al interior o exterior de la célula. En el
primero de los casos la seleccion de cepas, la mutacion, el tratamiento
adecuado de las células o el mejoramiento genético pueden resolver el
problema; en e! segundo caso, las barreras de permeabilidad deben ser rotas

con tratamientos apropiados de las células antes o después de inmoviiizarlas'®,
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Los métodos de inmovilizacion pueden ser clasificados en cuatro

categorias: ynidn con soportes, entrecruzamiento, atrapamiento vy

combinado'488

Metodo de unidn con soportes.

Este métoda se basa en la unién del biocatalizador a un soporte insoluble
en agua a través de enlace covalente ¢ idnico, adsorcién fisica, 0 unién
bioespecifica. Varios tipos de materiales insolubles tales como polisacaridos
insolubles en agua (v.g. celulosa, dextrano y derivados de la agarosa),
proteinas (v.g. gelatina y albGmina), polfmeros sintéticos (v.g. derivados de
poliestireng, resinas de intercambio idnico y poliuretano), y materiales
inorganicos (v.g. arena, vidrig, ceramica y magnetita) pueden ser utilizados

directamente o después de las modificaciones apropiadas o activacion'®.

Método de entrecruzamiento.

Este métado utiliza compuestos bi © multifuncionales. Estos compuestos
sirven como reactivos para el entrecruzamiento intermolecular del
biocatalizador. El biocatalizador asi entrecruzado se vuelve insoluble en agua.
Ademas del glutaraldehido, el cual es el reactivo para entrecruzamientc mas
popular’®®, atros compuestos bi o multifuncionales tales como disocianato de
tolueno y disocianato de hexametileno pueden ser utilizados. La actividad del

biocatalizador inmovilizado par este método es, en general, reducida'®.
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Métado de atrapamiento.

Este método se clasifica en cinco tipos principales: latices,
microcapsulas, liposomas, membranas, y micelas inversas.

En el tipo latices el biocatalizador es atrapado en la matriz de uno o
varios polimeros. El tipo microcapsula involucra atrapamiento dentro de
microcapsulas de un polimera sintético semipenmeable. El tipo liposoma emplea
atrapamiento dentro de un membrana anfipatica liquido-surfactante preparada
con lipidos. En el tipo membrana el biocatalizador esta separado de la solucion
reaccionante por una membrana de ultrafitracion, una membrana de
microfiltracién o una fibra hueca. En el tipo micelas inversas el biocatalizadar
esta atrapado dentro de micelas inversas las cuales se forman mezclando un
surfactante con un salvente organico'®.

Una ventaja del método de atrapamiento es que no sélo se pueden
inmovilizar enzimas sencillas, sino también enzimas multiples, organelos
celulares, y células intactas o tratadas. Sin embargo, las desventajas son que
(i) sustratos de alto peso molecular pueden no ser capaces de atravesar el
soporte y entrar en contaclo con el biocatalizador, y (i) la renovacion del
soporte es dif(cil'®.

Entre los métodos de atrapamiento, el tipo latices es el mas ampliamente
utilizado. Varias técnicas représentativas del tipo latices son. inmovilizacion en

gel de poliacrilamida, inmovilizacion en gel de alginato e inmovilizacion en gel

de k-carragenina'®.
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El método de inmovilizacidn en carragenina es en especial interesante ya
que este polisacdrido es facil de conseguir y es no téxico. La carragenina es
ampliamente utilizada en la industria alimentaria y de cosméticos como agente
gelificante y estabilizante'®. La «-carragenina forma un gel al someterse a
enfriamienta o al ponerse en ¢ontacto con reactivas inductores de la gelificacion
tales como el cloruro de potasio'®', Diversos cationes, tales como amonio,
calcio, aluminio y magnesio también sirven como buenos agentes inductores de
la gelificacion. Las condicicnes de inmovilizacion por este método son suaves.
QOtra ventaja de este método es que se puede dar diversas formas {granulos,
pelets, membranas) al biocatalizador inmovilizado™",

El gel de k-carragenina puede ser sclubilizado faciimente en agua o en
solucion salina para liberar el biocatalizador e investigar sus propiedades. Por
otra parte, la pérdida del biocatalizador puede ocurrir facilmente debido a la
disolucion del gel cuando no esta presente un agente inductor de la gelificacién.
Para incrementar (a estabilidad del bioc¢atalizador atrapado en la carragenina, el
tratamiento con glutaraldehido o hexametilendiamina es a menudo efectivo'®.

Una sena desventaja de los soportes convencionales es la barrera que
representan para la difusién de los sustratos hacia las células inmovilizadas
(especiaimente para sustratos gaseosos) y para los metabalites que salen de |a
biomasa atrapada en el gel. Para reducir esto, se hace necesario el empleo de
matrices can poros mayoressg. Une de estos soportes es el cricgel macroporoso
de poli(vinil-alcohol) o alcohol palivinilico (PVA) que, a decir de Lozinsky“,

muestra una remarcable estabilidad al permanecer durante periodos
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prolongados en medios acidos, alcalinos o salinos, bajo condiciones en las
cuales la mayoria de los soportes tales como la carragenina, al alginato ¢ el
agar son destruidos®™. Sin embargo, entre los problemas asociados con la
inmovilizacién de células en criogeles de PVA esta la influencia de la biomasa
atrapada sobre las caracteristicas fisicas de los geles obtenidos, ya que si las
células dentro del soporte reducen significativamente la fuerza de la
inmovilizacion este efecto indeseable podria superar a la mayoria de las

propiedades positivas de las matrices de crioPVA®™.

PAPEL DE LA L-DOPA EN EL TRATAMIENTO DEL MAL DE PARKINSON.

Metabalismo de Dopaminas.

Las principales catecolaminas que se encuentran en el cuerpo,
noradrenalina, adrenalina y dopamina, se forman por hidroxilacion vy
descarboxilacibn de los aminoacidos fenilalanina y tirosina. La
fenilalaninahidroxilasa se encuentra principalmente en el higado. La tirosina es
transportada hacia las neuronas secretoras de catecolaminas y las células
medulares suprarrenales. Se conviete en DOPA y, a continuacion, en
dopamina en el citoplasma de las células por medio de |a tirosina hidroxilasa y
la dopa descarboxilasa. La descarboxilasa, que también recibe el nombre de L-
aminoacido descarboxilasa aromética, es muy similar pero probablemente no
idéntica a la S-hidroxitriptofanodescarboxilasa. La dopamina es almacenada en

vesiculas granuladas, dentro de las cuales es convertida en noradrenalina por
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la dopamina p-hidroxilasa. El isémero involucrado es L-DOPA; pero la
noradrenalina que se forma se encuentra en configuracion D-. Esto es cierto a
pesar de ser levorrotatoria. La noradrenalina dextrorrotatoria (+) es mucho
menos activa. El pasa limitante de la tasa de sintesis es la conversidn de la
tirosina en dopa. La tirosinhidroxilasa, que cataliza este paso, esta sujeta a
retroaccion inhibidora por la dopamina y la noradrenalina, proparcionando asi
un control interno del praceso sintético. El cofactor para la tirosinhidroxilasa es
la tetrahidrobiopterina, que es convertida en dihidrobiopterina cuando la tirosina
as convertida en dopa™,

Algunas neuranas y células de la médula suprarrenal contienen también
la enzima feniletanolamina-N-metiltransferasa (FNMT) la cual cataliza la
conversién de noradrenalina en adrenalina® 3¢,

La dopamina (3.4-dihidroxifeniletilamina) es el precursor metabdlico
inmediato de la noradrenalina y la adrenalina; es un neurotransmisor cantral y
posee propiedades farmacolégicas importantes aunque segun Michael Aminoff
el papel exacto de la dopamina no se conoce’ y William Ganong®® menciond
que se desconocen las acciones fisiologicas de la dopamina circulante. La
dopamina es sustratc para la monoaminooxidasa (MAQ) y la catecol-O-
metiltransferasa (COMT) provocando su inactivacion, debido a esto la dopamina
no es efectiva cuando se administra por via oral®. La MAO se localiza en la
superficie externa de {as mitocondrias. Esta distnbuida ampliamente; pero en
particular es abundante en las terminaciones nerviosas dande son secretadas

las catecolaminas. La COMT también esta ampliamente distribuida, con
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concentraciones elevadas en el higado y los rifiones, pero no se encuentra en
las terminaciones nerviosas. En consecuencia, existen dos patrones diferentes

de metabolismo de las catecolaminas (Figura 2)°.
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Figura 2. Principales vias de degradacion de levodopa y dopamina.
MAQ=Monoamingoxidasa COMT= Catecol-Ometiltransferasa
DOPAC= Acidodihidroxifenilacético



Caracteristicas de la L-DOPA.

Propiedades fisicaquimicas.

La L-DOPA, aminoécido aromatico, €s un compuesto blance cristalino,
ligeramente soluble en agua, con peso molecular de 197.2 daltones y punto de
fusion de 276°C a 278°C. Su nombre guimico es 4cido L-a-amino-p-(3.4
dihidroxibenceno) propanocica. Su exposicion ocasiona irritacion en la piel y en
el sistema respiratorio™®.

La L-DOPA es utilizada en el tratamiento del Mal de Parkinson, formas
juveniles de la corea de Huntington e intoxicacién crénica por manganeso. Entre
sus efectos secundarios mds graves figuran alteraciones del movimiento,

cambios emocionales, arritmias cardiacas y anorexia®,

Propiedades terapéuticas .

Las drogas para la enfermedad de Parkinson tienen en comun su
capacidad para mejorar la funcion del musculo esquelético por medio de
acciones primarias sobre el sistema nervioso central (SNC). Estas drogas se
dividen en dos categorias de acuerdo a sus propiedades farmacologicas y sus
usos terapéuticos. E! primer grupo actia principalmente sobre los ganglios
basales; sus miembros ejercen efectos dopaminérgicos ¢ anticolinérgicos y son
utiles para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson y trastomos afines. La
levodopa es el prototipo de las drogas dopaminérgicas centrales y el

trihexifenidilo representa los agentes anticolinérgicos centrales®.
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Como se menciond en el apartado anterior, en el parkinsonismo hay
marcada deficiencia del companente dopaminergico de los ganglios basales,
que se atribuye a pérdida de neuronas en la sustancia nigra. Esta deficiencia de
dopamina provoca los signos y sintomas que sefalamos antes. Por lo tanto, el
objetivo tedrico del tratamiento del Parkinson es balancear la actividad estriatal,
reduciendo la actividad colinérgica (excitadores), o aumentar la funcién
dopaminérgica (inhibidores) con drogas anticolinérgicas y dopaminérgicas de
accidn central, respectivamente.

El conocimiento de que el parkinsonismo es un sindrome de deficiencia
de dopamina y el descubrimiento de |a levodopa como droga importante para el
tratamiento de la enfermedad fueron !a culminacién l6gica de una serie de
observaciones basicas y clinicas relacionadas. Las mediciones de |las
concentraciones regionales de la dopamina en el encefalo humano fueron el
eslabén basico entre los estudios de laboratorio y las aplicaciones clinicas®.

Como |a dopamina no atraviesa la barrera hematoencefélica cuando se
administra sistémicamente, no tiene efecto terapéutico en el parkinsonismo. Sin
embargo, la levodopa, precursor inmediato de (@ dopamina, penetra por
permeabilidad en el tejido estriado, donde se descarboxila a dopamina. La
introduccién mas reciente de * potenciadaores “ de la levodopa (inhibidores de la
dopadescarboxilasa) ha aumentado mas adn el valor clinico de esta droga®.

Los primeros ensayos clinicos con pequenas dosis intravenosas de
D.L-DOPA dieron resultados alentadares, pero la droga causaba prominentes
reacciones adversas. Posteriormente se demostrd claramente que pequenos

incrementos graduales de la dosis oral reducian al minimo los efectos
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indeseables de la D,L-DOPA. Las hallazgos clinicos fueron rapidamente
confimados y extendidos en numerosos ensayos con el isdmero active
levodopa que resultd més efectivo que la mezcla racémica. La introduccion de
la levodopa ha tenido importancia fundamental no solo para el ¢uidado de la
mayoria de |0s pacientes ¢on la enfermedad de Parkinson, sino también porque
se suministrd el primer ejemplo importante de la exitosa aplicacion terapeutica
de informacion de origen bioquimico a un trastorno neurolégico degenerativo

crénico®.

Quimica.

La levodopa se forma a partir de la L-tirosina como intermediario de la
sintesis  enzimatica de las catecolaminas. La dopamina se sintetiza
directamente a partir de la levodopa por accién de una enzima citoplasmatica, la

L- aminoacido aromético descarboxilasa®.

Propiedades fanmocologicas.

Los efectos principales de la levodapa se deben al producto de su
descarboxilacién, la dapaming; la levodopa, como tal, es practicamente inere
farmacaoldgicamente. Cerca del 95% de la levodopa administrada por via oral se
descarboxila rapidamente en la periferia dando dopamina, que no atraviesa la
barrera hematoencefalica, deben administrarse grandes dosis para permitir [a
acumulacion suficiente de la levodopa en el encéfalo, donde su
descarboxilacién eleva la concentracidn ¢entral de dopamina. De lo contrario,

administrando al mismo tiempo inhibidores de la dopa descarboxilasa que
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actiian en la periferia, se puede reducir la dosis requerida de levodopa. La
tolerancia a dosis necesariamente altas solo se logra mediante la titulacién
gradualmente ascendente de la dosis durante semanas hasta obtener una
respuesta clinica maxima o hasta que aparecen efectos secundarios
inaceptables”®.

Un 75% de los pacientes parkinsonianos responden por lo menos
razonablemente bien a la levodopa. En esencia, todos los signos y sintomas del
panlkinsonismo, excepto la demencia, pueden responder a |a adminisfracion de

la levodapa®,

Sistema nerviosa central.

Los efectas farmacolégicos de la levodopa sobre el tono muscular y el
movimiento no se ven en los individuos nomales. La bradicinesia y la rigidez
suelen responder mas rapido y de modo mdas constante que el temblor, pero
una significativa disminucién de esie UGltimo se obtiene a menudo con el
tratamiento continuo. Las manifestaciones motoras secundarias como
perturbaciones de la postura, la marcha, |los movimientos asociados, la
expresion facial, el habla, la escritura, la deglucion y la respiracion también

mejoran proparcionalmente®.

Efeclos psiquicos.

En la mayoria de los pacientes la levodopa alivia, al menos en parte, los
cambios de estado de animo caracteristicos de la enfermedad de Parkinson. Al

comienzo del tratamiento la sensacion de apatia se reemplaza generalmente
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por un aumento de vigor y una sensacion de bienestar. El resultado se describe
como una respuesta general de alerta caracterizada por la aparente mejoria de
la funcion mental y mayor interés en si mismo y en |0 que rodea al paciente. Sin
embargo, un numero significativo de pacientes presenta serios efectos
secundarios de conducta. Ya se menciond que no se comprobd que la levodopa
mejore los sintomas de demencia, que existen en una tercera parte de los

pacientes con enfermedad de Parkinson®.

Sistema cardiovascular.
La descarboxilacion periférica de la levadopa aumenta marcadamente la

concentracién sanguinea de dopamina®.

Mecanismo de accion.

Abundantes pruebas sugieren que el parkinsonismo es una deficiencia
de dopamina, y que el precursar metabdlico inmediato, la levodopa, deberia
actuar respondiendo a estas reservas agotadas. Las pruebas a favor de este
mecanisma incluyen una correlacion positiva entre los sintomas de la
enfemmedad de Parkinson y la pérdida de neuronas en el locus nigery el cuerpo
estriado. Ademds, el encéfalo de los pacientes con enfermedad de Parkinson
que recibieron grandes dosis de levodopa hasta su muerte, contiene
concentraciones de dopamina en el cuerpo estriado de cinco a ocho veces
mayores que las de los pacientes no tratados y que parecen tener correlacion

con su respuesta clinica a la droga®.
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Absoreion, distribucién, desting y excrecién.

La levodopa se absorbe rapidamente del intestino delgade por un
sistema de transporte activo para aminodcidos aromaticos. Las concentraciones
plasmaticas de la droga suelen culminar 30 minutos a 2 horas después de una
dosis oral. La vida media en el plasma es corta, de sélo 1 a 3 horas. La
velocidad de absorcion de ia levodopa depende en gran parte de la velocidad
de evacuacion gastrica, del pH del jugo gastrico y del tiempo que la droga
permanece expuesta a las enzimas degradativas de la mucosa gastrica y flora
intestinal. de lo contrario, alteraciones de estos factores pueden interferir en la
biodisponibilidad de la levodopa®.

Mas del 95% de la levodopa se descarboxila en |a periferia por accidn de
la descarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos ampliamente distribuida. La
droga se descarboxila en gran parte en su primer paso por €l higado, que es
rico en descarboxilasa de modo que una cantidad relativamente pequefia de
droga sin cambios llega a la circulacién cerebral y probablemente menos del 1%
penetra en € SNC. La inhibicion de la descarboxilasa periférica aumenta
marcadamente {a fraccidn de levodopa administrada que permanece sin
metabolizarse y disponible para atravesar la barrera hematoencefdlica®.

La mayor parte de la L-DOPA administrada se convierte a dopamina, de
la cual a su vez pequefias cantidades se metabolizan a norepinefrina y
epinefrina. La biotransformacion de la dopamina prosigue rapidamente, dando
los principales productos de excrecién dcido 3 4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y
acido 3-metoxi-4-hidroxifenilacético (acido homovainilico, HVA). Por lo menos

30 metabolitos de la L-DOPA se han identificado, varios de ellos tienen
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poderosos efectos farmacolégicos que contribuyen al espectro de toxicidad.
Algunas pruebas indican que el metabolismo de la levodopa puede acelerarse
durante el tratamiento prolongado, debido posiblemente a la induccion de las
enzimas.

Los metabolitos de la dopamina se excretan rapidamente por la orina;

alrededor del 80% de una dosis’,

Efeclos secundarios y toxicidad.

La mayoria de los pacientes con enfermedad de Parkinson tratados ¢on
levodopa experimentan efectos secundarios cuya intensidad y tipo son muy
variables en las diferentes etapas del tratamiento. Aunque muchos de ellos son
relativamente inocuos, otros son muy malestos y exigen la reduccion de la dosis
o €l retiro total de la droga. Los efectos secundarios dependen generaimente de
la dosis y son reversibles. La administracion concurrente de levodopa y de un
inhibidor periférico de dopa descarboxilasa es el medio mas efectivo para
disminuir los efectos secundarios extracelulares de la levodopa®.

Todos los efectos secundarios son reversibles y pueden controlarse

generalmente con una reduccion de (a dosis.

Interacciones con clras drogas.

(a descarboxilacion de la levodopa a dopamina es catalizada por |la
enzima L-aminodcido descarboxilasa dependiente de la piridoxina; dosis de

esta dltima un poco maygres que la cantidad alimentaria recomendada
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enlaces®. Asi, en la mayoria de los casos, dos moléculas de sustrato estan
involucradas en la reaccién en una direccion, pero solo una molécula en la
reaccion inversa. Muchas de estas reacciones son importantes en biosintesis, v
cuando la reaccidn sintética es la bioldgicamente importante o la Unica que ha
side demostrada, la enzima es referida como “sintasa’. En buen numero de
casos la reaccion catalizada podria ser clasificada en otra parte de la lista de
enzimas, pero hay evidencia de que el mecanismo de reaccion involucra un
paso de tipo liasa. Esto es cierto, por ejemplo, para un nimero considerable de
enzimas dependientes de! piridoxal fosfata®®. La tirosinfenoliasa (TFL)
pertenece a este tipe de enzimas.

La tirosinfenaliasa (E.C. 4.1.99.2)?, descubierta no hace mucho tiempa y

323553859699 o una enzima

llamada anteriormente P-tirosinasa {Enei, 1986)
intracelular y multifuncional®’ dependiente del piridoxal 5-fosfato (PLP)*"%%
que cataliza una serie de reaccianes de a,-eliminacion (Figura 3), B-sustitucion

y racemizacion?® Esta establecido que a TFL es una enzima de alto peso

molecular que posee una estructura cuaternaria compuesta de dos

subunidades?®29.57_

R-CH,-CH-COOH + H,0 RH + CHy;CO-COOH + NH, §

Figura 3. Reaccién de alfa,R-eliminacidn catalizada por
Tirosinfenoliasa.
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Esta enzima normalmente cataliza la degradacian de tirosina a piruvato
fenol y amonio; en 1975 se determind que las reacciones de «,p-eliminacién
eran reversibles®¥ y en el caso particular de tirosina y sus analogos, el
equilibrio aparente tiende hacia la direccion de sintesis del aminoacide cuando
estan presentes grandes cantidades de fenol, piruvato y amonio™, Esta misma
enzima cataliza la reaccion de sintesis de L-3 4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA)
si el fenol es sustituido por catecol, como se muestra en la Figura 4. La TFL ha

sido utilizada para la sintesis de L-tirosina o L-DOPA,; la catilisis se ha realizado

utilizando células en suspension®®#* y/g células inmovilizadas? 4797172,

C 0’\@ CHa-CH-NH,
tec0) ] '
a L-DOPA oH

COOM

CGH (OH)z + CHyCONH, + CiH,ONa T  C.H,NO, + H,0

Catecol Acetalo de Amonria

Pltuvalo de Sodio L-DOPA Agua

Figura 4. Reaccion de sintesis de L-DOPA catalizada
por tirosinfenoliasa.

Carman y Levin®, en un estudio realizado especificamente con

tirasinfencliasa de Aeromonas phenologenes, abservaron los efectas de ciertos

parametros sobre la actividad tirosinfenoliasa. A continuacién se describen

brevemente |os resultados obtenidos de sus estudios.

Efecto de |a temperatura sobre la Constanie de Michaelis para L-tirosina.
La actividad tirosinfenoliasa fue examinada con cantidades variables de
L-tirosina a temperaturas de 0, 10, 20, 30 y 40°C. Las constantes de Michaelis

fueron determinadas por el método de Lineweaver-Busk (1934) y vararon
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considerablemente con la temperatura (Tabla 1). El valor mas alto de K, (0.58
mi) fue abtenido a la temperatura més baja (0°C) v el siguiente mas alto (0.28

mM) a 10°C. Los valores de Kma 20, 30 y 40°C fueron notablemente mas bajos
y variaron de 0.17 mM a 0.23 mM.

Grafica de Arrhenius para tirosinfenoliasa.

Una curva de Arrhenius (0-40°C) para tirosinfenoliasa fue construida

usando los valores de ila Tabla 1. Se encontrd que la energia de activacion (Ea)

era de 13,800 calorias por mol.

Tabla 1. Efecto de 1a temperatura sobre la Constante de Michaelis para la L-
tirosina®.

Temperatura °C) | K 1 V (unidades/mL)
0 0.58 mM 0.026
10 0.29 mM 0.065
20 0.17 mM 0.160
30 0.23 mM 0.460
40 0.21 mM 0.733

®Una preparacion enzimética parcialmente purificada que contenfa 0.46 unidades de actividad fue
examinada con varias concentraciones de L-tirosina a las temperaluras indicadas. La actividad

tirosinfenaliasa fus examinada midiendo &l decreamene de ia absorbarcia de NAUH a 340 rvm €n mezclas
estandares para andlisis que contenfan LDH y NADH.

Efecto de cationgs sobre ia actividad TFL.

Carmany Levin® encontraron que la presencia de metalss pesados (Cu™
y Co™) inhibia la aclividad. Examinaron también la actividad utilizando una
mezcla reaccionante conteniendo Cu™ y afiadiendo después de un carto
periodo mercaptoetanol a la mezcla examinada; con ello mostraron que la

inhibicion por Cu™ es reversible por la adicion de mercaptoetanal. El efecto de

cationes sobre la actividad tirosinfencliasa se muestra en |a Tabla 2.
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Asimismo, Sundararaju et a/*® sefalaron que Ia TFL de Citrobacter
freundii es activada cerca de 30 veces por cationes monovalentes, siendo los
mas efectivos K*, NH,” y Rb*. Estos autores demostraron que el sitio de unién
de estos cationes estd en la interfase entre subunidades de la enzima. Sin
embargo, también encontraron que la alta concentracion (>100 mM) de
cualquiera de |os cationes resulta en la inhibicion de la actividad TFL del tipo
silvestre. Esta inhibicion podria ser debida a la unidn del cation con el complejo

ES para formar un complejo que interacciona lentamente con el piruvato.

Tabla 2. Efecto de los cationes sobre la actividad tiresinfencliasa®

Catiédn Actividad Relativa (%)
Control 100
Ca'" 100
Fe™ 81
Ba™ a1
Co™ 17
Cu*’ 0
Z2i*t 86
Mg** 100
Na* 100
K* 100
NH.* 95
Li” 100
Rb g0
Cs' 100

8La enzima, conteniendo 0.026 unidades de actividad fue analizada con 1 mM de los catignes indicados.
La actividad fue analizada como en |a Tabla 1

Efecto de aminoécidos sobre |a actividad tirasinfenoliasa.

Los aminoacidos que tienen una semejanza estructural con la L-tirosina
fueron incluidos en las mezclas para los analisis estandar para determinar su
efecto sobre |a actividad de |a enzima en la tirosina.  Entre los aminoacidos

examinados sélo la L-alanina y la L-fenilalanina produjeron inhibicion (Tabla 3).
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La actividad tirosinfenoliasa fue luego examinada con cantidades variables de
L-tirosina en presencia de L-alanina y L-fenilalanina. Las curvas de Lineweaver-
Burk mostraran que fa inhibicién por estos aminoacidos es de tipo competitivo.
Los valores de K; para la L-alanina y la L-fenialanina fueron calculados en 18

mM y 4.4 mM respectivamente.

Tabla 3. Inhibicién de la tirasinfenoliasa por aminoacidas

Aminoacido Actividad relativa { % )
Control 100
L- alanina 74
L- feniialanina 20
L- valina 100
L- leucina 100
Inhibicién por Feno!,

El fenol, un producto final de la reaccidn catalizada, a una concentracion
que produce un 50% de inhibicién, fue incluide por Carman y Levin® en mezclas
reaccionantes y examinada con cantidades variables de L-tirosina. Una curva
de Lineweaver-Burk muestra una inhibicién por fenol de tipo mezclado con un

K, calculado de 50 um.

Especificidad por Sustrato de la Tirosinfenoliasa.

La formacion de piruvato a partir de varios aminodacidos por
tirosinfencliasa parcialmente purificada se presenta la Tabla 4. La farmacion de
piruvato fue observada con L-tirosina metil ésler, S-metil-L-cisteina, y L-serina

pero a tasas mas bajas si la comparamos con L-tirosina. Los valores de Kn
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encontrados por Carman y Levin® fueron de 0.37 mM, 0.40 mM, y 1.2 mM

respectivamente.

Caracteristicas del sitia activg.

Tyr71 es un residuo invariabie en todas las secuencias conocidas de la
tirosinfenoliasa'®. La sustitucién de este residuo por fenilalanina en el mutante
Y71F TPL no registra actividad detectable. La constante de union del piridoxal
fosfato en Y71F TPL fue estimada en 1 mM, comparada con 0.6 uM para el tipo
silvestre'®, Sundararaju et al.¥ sefalaron gue la Arg381 también forma parte
del sitio de unian del sustrata. Estas autores evaluaron el papel de este residuo
preparando mutantes en los cuales la Arg381 era sustituida por alanina
(R381A), por isoleucina (R381l) y por valina (R381V). La actividad de p-
eliminacion de la R381A fue muy inferior a |a del tipo silvestre, mientras que los
otros dos mutantes no presentaron actividad detectable. Los estudigs realizados
por estos autores los llevaron a concluir que la Arg381 es responsable, al
mengs parciaimente, de la especificidad por sustrato de la TFL.

De acuerdo con Jansonius®, el pape! catalitico de la TFL es atribuido 2
ios residuos Lys257, Argd81 y Tw71 del sitio activo, mientras que el Arg404
participa en la union de los a-carboxilatos de los sustratos formando un doble

1.7® realizaron un estudio con la TFL de

puente de hidrogeno. Pletnev et a
Erwinia herbicala enfocado a determinar la estructura de la apcenzima, la
holoenzima y (@ apoenzima acomplejada con €l cofactor y andlogo de sustrato

fosfopiridoxil-L-tirosina. Ellos encontraron que el tetramero completo en la
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unidad asimétrica y las posiciones relativas de los dos dominios difieren entre
mondmeros. Esto llevé a los autores a proponer un mecanismo catalitico
fuertemente diferente, con otras papeles para la Arg381 y la Tyr71. No

obstante, Jansonius*® sefiala que son necesarios mayares estudios.

Tabla 4. Formacian de piruvato a partir de varios aminoécidos por
tirosinfencliasa

Aminoacido Ken V Relativa (100 %)

L-tirosina 0.23 mi 100
L-tirosina metil éster 0.37 mM 25
S-metil-L-cisteina 040 mM 14
L-serina 1.2 mM
L-fenilalanina 0 mM
L-cisteina
L-dopa
L-histidina
L-triptofano
Acido L-aspartico
L-valina
L-metionina
L-alanina
L-leucina

COCODOQOCODOOOO0O
QOO OOODQOoOOQOW

Barbolina of al! sefialaron que la Asn185 es también un residuo
invanable de todas las secuencias conocidas de la TFL. Este residuo no
interacciona con el cofactor piridoxal fosfato pero participa en un cambi¢ que
ocurre en ia aldimina externa el cual se acompana de |la formacion de un enlace
de hidrégeno entre la Asn185 y el atomo de oxigeno en [a posicion 3 del
cofactor. La sustitucion del residuo Asn185 par alanina en el mutante N185A
resulta en una moderada actividad residual (cerca del 2%) con respecto a ia

enzima silvestre. Estos autores sugieren que el papel que juega el residuo
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Asn185 consiste en la estabilizacion de un intermedianio de tipo quinongide en

el transcursao de la reaccidn.

Constante de equilibrio.

Carman y Levin® encontraron que la reaccidn catalizada por
tirosinfencliasa se completd en un 93% en aproximadamente 2.5 horas cuando
la L-tirosina se utilizd a una concentracion inicial de 1.25 mM. A partir de esto,

ellos calcularon la constante de equilibric en 1.7x107.

Reaccioén reversa de la Tirosinfenoliasa.

La formacion de L-lirosing a partir de fenol, piruvato y amonio fue
manitareada siguiendo el cansuma de fenol respecto al tiempo. Se encontrd
que el pH optimo de esta reaccién reversa era de 9.0 y la Ky, para el fenol de

5.0 mM,

En concordancia con lo encontrado por Carman y Levin®, Brat et al”
reportaron que la actividad tirosinfenoliasa de Clostridium tetanomorphum era
dependiente de Mg™. Reportaron también que esta enzima mostraba un
decremento marcado en actividad cuando el amortiguador Tris era sustituido
por fosfato, y que la actividad podia ser restaurada afadiendo iones K* o NH,".
La actividad tirosinfencliasa de A. phenologenes no muestra dependencia de
Mg"* ni tampaco hay un efecto estimulatoric®. Carman y Levin® observaron un
pequerio incremento en la actividad cuando el amortiguador de fosfatas fue

reemplazado con amartiguador Tris, y nc se observd estimulacion de la
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actividad en presencia de iones de K" o NH,". Kumagai et a/5'5? también
reportaron que [os amortiguadores Tris y de fosfatos podrian ser usados
indistintamente sin efecto sobre la actividad.

Respecto de la inhibicion por efecto de metales pesados, Carman y
Levin® estudiaron Ya formacion de mercaptidos con grupos sulfhidrilos de la
enzima por Cu™. Puesto que la reaccion de grupos sulfhidrilos con grupos
formadores de mercaptidos es rapidamente reversible, la adicion de otros
compuestos sulfhidrilos {mercaptoetanol) a la mezcla reaccionante revierte (a
inhibicion. Por lo tanto, el grupe sulthidrilo parece esencial para la actividad.
Una inhibicién similar de la actividad tirosinfencliasa por Cu'™ y el
restauramiento de la actividad por la adicibn de mercaptoetanol ha sido
reportada para la tirosinfenoliasa de Bacterium coli phenologenes®’.

La inhibicion compstitiva de la tirosinfencliasa por L-alanina y L-
fenilalanina, y la inhibicion por fenol, fueron similarmmente reportadas con
Escherichia intermedia®' y Erwinia herbicola®.

La especificidad del sustrato de [a tirosinfenoliasa de A. FPhenalogenes
reportada por Caman y Levin® es similar a la reportada para la enzima de E.
intermedia®' y E. herbicola®®. Resultados similares respecta a la especificidad
por sustrato fueron reportados para la triptofanasa de E. coi® y para
cistationina sintetasa de Salmonella typhimurium*®.

Estudios anteriares han mostrado que los valores de K, para S-metil-L-
cisteina para la enzima de E. infermedia y €. herbicala fueron de 1.82 mM y
417 mM respectivamente® > Los valores de K. para la L-serina con

tirosinfencliasa de estas respectivas fuentes fueron de 3.45x1072 y 2.86x10%
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mM. Los valores de K, para la S-mstil-L-cisteina (0.40 mM) y L-serina (1.2 mM)
de A. phenologenes reportados por Carman y Levin® difieren sélo ligeramente
del valor de Kn para la L-tirosina (0.23 mM), y parece que estos compuestas
son mejores sustratos para la tirosinfecliasa de A. phenclogenes si la
comparamos con la tirosinfenoliasa de £. herbicola™ y E. intermedia®’.

De acuerdo con la constante de equilibrio calculada por Carman y Levin®
para la reaccion directa catalizada por la tirosinfencliasa, la reaccidon reversa
donde la L-tirosina es producida a partir de fenol, piruvato y amonio fue
favorecida cuando estos sustratos fueron incorporados en altas
concentraciones en las mezclas reaccionantes examinadas. Yamada et al.''?
demostraron, similarmente, la sintesis de L-tirosina a partir de fenol, piruvato y
amonia por tirosinfenoliasa de E. infermedia.

Por su parte, Faleev et al. > reafizaron un estudic sobre |a tirosinfencliasa
de Citrobacter intermedius y reportaron quée algunos aminodacidos son
inhibidores competitivos de la TFL de este microorganismo. &l acido aspartico y
el acido glutamico son inhibidares potentes debidao la baja hidrofobicidad de sus
cadenas laterales. Esto hizo que sugirieran la presencia de un grupo
electrofilico en el sitio activo el cual interacciona con el grupo carboxilo terminal
de estos aminoacidos. La tiramina, la P-feniletilamina y la triptamina no
mostraron inhibicion detectable. Los ésteres y amidas de los aminoacidos L-

aromaticos, la D-fenilalanina y €l D-triptéfano son inhibidores competitivos.
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Mecanismo de Accién de la Tirosinfenoliasa.

Como se menciond anteriormente, las reacciones de a,B-eliminacién
catalizadas por TFL son reversibles®’, en el caso particular de L-tirosina y sus
analogos el equilibrio aparente tiende hacia la direccion de sintesis del
aminoacido cuando estan presentes grandes cantidades de fenol, piruvato y
amanio®. La reaccidn reversible (Figura 3) es la de mayor interés
précti0027'37'55'55.

En muchos procesos enziméticos se requiere de una sustancia adicional
junto al sustrato y la enzima para que la reaccion pueda llevarse a cabe, de
modo que tales coenzimas pueden tomar parte en efapas intermedias de la
reaccian catalizada por la enzima (0 el ciclo de reacciones catalizadas por un
sistema enzimatico); estas coenzimas no se consumen durante €l proceso y se
encuentran en su forma original a! final de la catalisis. Pueden, sin embargo, ser
considerados coma parte esencial del mecanismo catalitico®.

El piridoxal §'-fosfato (PLP) actda como coenzima de varias enzimas que
participan en el metabolismo de aminoacido®®, de hecho casi todas las liasas
que actian scbre amincdcidos requieren de PLP®. La racemasa de
amino4cidos®, la tirosinfenaliasa®*%%"*®, |a triptofanasa® y la triptotano-indol-
liasa?’, se consideran enzimas dependientes de piridoxal 5'-fosfato,

La coenzima PLP es necesaria para la tirosinfenoliasa®’-323755110 |

coenzima se une al grupo e-amino de! sitio activo de la enzima con la formacién
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de la base de Schiff bajo altas cancentracicnes de ésta con residuos de
histidina y algunas partes de la macromolécula que no son activas'®.

La TFL, asl como la triptofano indol-liasa (TIL), difieren de otras liasas
dependientes del piridoxal fosfato que catalizan reacciones de efiminacion en
que los enlaces C-C formalmente inactivados se€ rompen. La reaccion es
compleja debido a la multiple transferencia de protones en el mecanismo
catalitico y por la transferencia interna de un protén de la posicidbn das del
sustrato a la salida del anillo fendlico. Ambas enzimas, la TFL y la TIL requieren
de dicha activacion del enlace C-C para facilitar la eliminacién del fenol e indol,
respectivamente?’,

Los valores de K. de las enzimas PLP-dependientes, para sustratas
como aminoacidos, son €n la mayorfa igual a la constante de disociacion de sus
complejos PLP y, al menos en un casc, la constante de disociacion y K, varian
similarmente en funcion del pH®; sin embargo, la especificidad para
aminaacidos en particular y el tipo de reaccién que ccurre estd determinado par
la parte proteica de la enzima®.

La mayoria, muy probablemente todas, las racemasas de aminoacidos
requieren de PLP y no hay duda de que el intermediario surge de la formacidn
de la base de Schiff. El sitio activo de la enzima debe tener un arreglo de
grupos que lo hacen especifico para una cadena (ateral de aminoacidos en
particular y también grupos funcionales que hacen especifica a la racemasa y
ng a una aminotransferasa o a una aminodescarboxilasa, ya que todas estas

enzimas usan camplejos de aminadcido-PLPZ,



Nc obstante todo lo anterior, se debe mencionar que no siempre la
adicion de PLP mejora la actividad de las enzimas piridoxal fosfato
dependientes. Existen antecedentes en los cuales se observd que la adicion de
PLP no mejora la actividad TFL™. A este respecto, Lioyd-George y Chang™
mencionan que [a enzima tirosinfencliasa pura requiere cofactores tales como
piridoxal fosfato y cationes como K* o NH, para ser activa; sin embargo, las
celutas intactas de Erwinia herbicola han acumulada los cofactores necesarios
durante su crecimiento, y por lo tanto pueden ser usadas directamente para la
produccién de L-tirosina o L-DOPA®®, Consecuentemente, es mas conveniente
usar células completas que la enzima libre.

La maxima actividad TFL se presenta en presencia de cationes
monovalentes: potasio, rubidio, cesio o amonio; con el cambio de éstos por
cationies de litio o sodio, disminuye la actividad de la enzima'®, Las enzimas que
catalizan reacciones de transaminacién no son activadas por estos cationes'®.

Al igual que lo ya mencionadao para la TFL de otros microorganismas, la
TFL de Citrobacter freundii presenta activacién por cationes como patasio,
sodic y amonio, mientras que el cobre y el mercurio interactuan sobre los
grupos sulfhidrilos de la enzima interviniendo en la estabilidad conformacional
de la misma®. La inhibician de la actividad de la enzima por cationes de Cu®* es
reversible; la actividad se restablece afiadiendo mercaptoetano!; un efecto
similar se observa en la TFL de Bacterium colifenclogenes™.

La produccién de tirgsina a partir de amonio, piruvato y fenol ocurre par
un mecanismo de tercer orden'" del tipo descrito por Cleland'®. Si todos fos

pasos ocurren rapidamente respecto al paso de formacion de producto, se
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pueden utilizar los principios de equilibno rapido para derivar la tasa de reaccion
como una funcion de fa concentracion de los sustratos®’. Si la constarte de
equilibrio de la reaccion es grande y la reaccian esté lejos del equilibrio, el
efecto de la reaccion reversa sobre la tasa de reaccién puede ser ignorado®.

Asi, la tasa de reaccion, v, puede ser predicha por:

donde A, B y C son, respectivamente, el primerg, el segundo y el tercer
sustrato en unirse al sitio activo en este mecanismo de tercer orden. De
acuerde con Lloyd-Gearge y Chang”, A, B y C son, respectivamente, amonio,
piruvato y fenol; P es el producto (tirosing); Ka, Ke, K¢ ¥ Ke son,
respectivamente, las constantes de equilibrio rapido para la disociacion de
amonig, fenal, piruvato y tirosine a partir del complejo enzima-sustrato (o
camplejo enzima-producto), ¥ Vmax €s la velocidad maxima de reaccion que
puede ocurrir si todos los sitios activos de la enzima estuvieran saturados con

sustrato.
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Distribucién de [a Tirosinfenoliasa en Microorganismos.

La actividad de la enzima tirosinfenoliasa se ha encontrado en diversas
bacterias, la mayoria de las cuales pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae'®. Las especies tipicas que producen la TFL son:
Escherichia coli, Aerobacter aerogenes, Pseudomonas ovalis, Baciflus cereus,
Bacillus megathenum, Xanthomonas campesliris, Froteus mirabilis, Proteus
marganii, Paracolobactenum coliforme, Salmonella gallinarum, Alcaligenes
faecalis®®, Escherichia intermedia (actualmente conocida como Citrobacter
intermedius)®"*®, Erwinia herbicola®™5%% y Citrobacter freundif®, siendo estas
dos ultimas las estudiadas con mas detalle.

Los microorganismos capaces de producir la enzima se distribuyen
ampliamente y la fuente de obtencion es el caldo donde el microorganismo es
cultivado, el fitrado de células libres del mismo, una suspensién acucsa de
microorganismos, una suspensién de ceélulas crecidas, un fitrado de la
suspensién, o enzimas libres o inmovilizadas altamente purificadas®.

Los microorganismos con actividad TFL catalizan la sintesis de L-tirosina,
L-DOPA y sus denvados en reacciones de p-sustitucion a partir de piruvato,
amonio y fenol (0 catecol) y sus derivados®™, En la ex Unién Soviética se
aislaron celulas de Cifrobacter freundii con alta actividad TFL para la produccion
de L-tirosina y L-DOPA®; mientras que en Japdn se ha trabajado con TFL de
celulas de Erwinia herbicofa inmovilizadas en colégeno y de C. freundii

inmovilizadas en gel de poliacrilamida (PAAG)''?,
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La fuente de TFL (p-tirosinasa) mas usada es la de Erwinia herbicola® y,
aunque la enzima de Cifrobacter freundii es mas estable, su actividad especifica
es $6lo la mitad de la de E. hemicola™ .

En la Tabla 5 se comparan los rendimientos de las reacciones de sintesis
de derivados de [a fenilafanina por métodos biclégicos donde se utilizan como
fuente de la enzima TFL de diferentes microorganismos®™.

Tabla 5. Sintesis biolégica de aminodcidos fendlicos catalizada por
tirosinfenoliasa de diferentes fuentes®.

Cantidad de aminoacido producido (g/dL
MICROORGANISMO L-TIROSINA L-DOPA 2.4-
DIHIDROXIFENILALANINA

E. herbicala 1.2-10 0.8-0.8 0706
C. freundii (ATCC 6750) 0.9-0.8 0.6-0.6 0.5-0.5
E. coli 0.8 0.5 04
C. freundii (ATCC 8080) 0504 03-02 04-0.3
P. morganii 05 0.3 0.3
P. mirabilis 04-0.8 0.3-0.5 0.3-05
Ps. Perlutida 0.3-0.5 0.2-05 0.2-0.5
Aerob. aerogenes 0.3-0.5 Q.2-0.5 0.2-0.5
S. gaflinarum 0.5-0.5 0.4-0.3 0.2-0.3
Parac. coliforme 0.4-04 Q.3-0.2 0.2-0.3
X, campestris 04-0.3 0.2-0.2 0.1-0.2
Alc. Faecalis 0.3-0.3 0.1-0.2 0.1-0.1

" Sustitulg de piruvato de potasio® &cido oxalacélico.

Uso de la Tirosinfenoliasa para la Sintesis de Tirosina y L-DOPA.

De acuerdo con Harrison* la tirosinfencliasa es una de las enzimas con
amplio potencial para la produccion de los aminoacidos L-tirosina y L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA).

La 3,4-dihidroxifenil-L-alanina fue primero aislada por Guggenheim en

1913 de la corteza y brate de Vicia faba™. Este aminoacido esta contenido en
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grandes cantidades en el cerebra™ y ha atraido mucho la atencién como una
droga especilfica para el tratamiento de la enfermedad del mal de Parkinson'®.
Hay muchos reportes concemientes a esta produccién. La L-DOPA ha sido
obtenida anteriormente por extraccion de 6rganos vegetales o preparados por
un método sintético® ¥, Sin embargo, el método de extraccién no es aplicado
en la produccién a gran escala y el método sintético contiene un paso por
resolucion optica. La produccidn microbiologica de este aminoacido ha sido
extensivamente estudiada. C.J. Sih* reporté que N-formyl o N-carbobenzoxy L-
tirosina fueron transformados en sus cormrespondientes derivados L-DOPA per
Aspergillus ochraceus o Giidaclium deliquescens. Haneda®™ hizo una busqueda
de los microorganismaos los cuales catalizan la sintesis de L-DOPA a partir de L-
tirosina por o-tyrosinasa. Los rendimientos en estos métodos microbiolégicos,
sin embargo, no son le suficientemente altos como para que sea costeable su
aplicacion en la produccidn industrial. Yamada y su grupo encontraron que la
tirgsinfenoliasa (TFL) catalizaba la sintesis de L-DOPA a partir de DL-serina y
pirocatecol a cancentraciones significativamente altas (arriba del 75%)%. Este
meétodo enzimdtico es simple y es uno de los procesos mas econdmicos
actuales para la preparacién de L-DOPA.

Para et al.”' realizaron un trabajo sobre sintesis de L-tirosina con células
inmovilizadas de Escherichia intermedia, ias cuales fueron inmovilizadas por
atrapamiento en un gel de poliacrilamida y usadas para la produccidn
enzimatica de L.-tirosina a partir de fenol, piruvato y amonio. Elios observaron

que una preparacion que contenia 50 mg de células/g de gel conservd ef 60%
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de su actividad original. El efecto de la temperatura, pH y concentracidn de
sustrato sobre la actividad de células libres fue casi idéntico al efecto sabre las
células inmovilizadas. El fenol mostré inhibicién e inactivacidn de (a catalisis a
altas concentraciones. La reaccion de sintesis de L-tirosina fue llevada a cabo
en reactores tipo batch y se alcanzd una alta tasa de conversion (95 a 100%),
con una praduccion de 10 g/L y un maximo de productividad de 2g/L/h. En un
reactor continuo, la catalisis mostrd una alta estabilidad operacional (mas de 54
dias sin pérdidas). De este estudio Para et a/.”' concluyeran que la actividad
tirosinfenaliasa fue alta y que las condiciones probadas fueron optimas para la
sintesis de L-tirosina.

Estos mismos autores realizaron en 19887 una investigacién sobre (a
sintesis de L-DOPA por células de Eschenchia intermedia inmovilizadas en gel
de poliacrilamida. Ellos llevaron a cabo la sintesis a parlir de catecol, piruvato y
amonio, utilizando una preparacion de céluias inmovilizadas (75 mg de células
por gramo de gel) en la cual observaron una conservacion del 45%-50% de la
actividad de las células libres. El efecto de 'a temperatura, pH y concentracion
de sustrato para la tasa inicial de sintesis de L-DOPA fue muy similar para
células libres e inmovilizadas. Observaron ademdas una inhibicion por sustrato
para pirocatecol, piruvata y amonio. En un reactor batch se abtuvieron 5.4 g/l
de L-DOPA con una conversion del 100% del pirocatecol y productividad de
0.18 g/L*h. En este estudio también se observé que el uso de un compiejo de
piracatecol-borato disminuia la inactivacion por farmacion de producto.

Par su parte Faar et al.*® realizaron un trabajo sobre la produccion de L-

dihidroxifenilalanina (L-DOPA) en Eschericha coli con el gen para
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tirosinfenoliasa (TFL) clonado de Erwinia herbicola. La L-DOPA es usada en el
tratamiento del mal de Parkinson. La induccion de altos niveles de TFL requiere
arriba de 2 g de tirosina por litro en €l medic de crecimiento. Esta cantidad de
tirosina es cara en la producciéon a gran escala y ademas, en caso de haber
presencia de tirosina en la mezcla reaccionante, se complica la purificacian del
producto final debido a la similitud de este aminoacide con la L-DOPA. El
trabajo de Foor et a.*® tuvo como objetivo establecer un método para inducir
altos niveles de TFL en ausencia de tirosina. La TFL no se encuentra
normalmente en E. coli K12; ademas, esta cepa no crece en medic con tirosina
como Unica fuente de nitrégeno. Una librerla de DNA gendmico de E. herbicola,
una especie que se sabe produce altos niveles de TFL, fue preparada en un
vector de E. cofi y examinada en bdsqueda de plasmidos que confirieran a £
coli la habilidad de utilizar tirosina como Unica fuente de nitrogena. Varios
plasmidos fueron aislados y estudiados, el mas pequefio de los cuales, pTPL1,
contenia 5.8 kb de DNA insertado. Después de la retransformacion de E. coii
NM3$S22 con pTFL1, cada transformante tuve la habilidad para crecer en tirosina
como Unica fuente de nitrdgena, confirmando que el plasmido confirio el
fenotipo Tut®. De lo anterior, Foor at al.*> concluyeron que E. ¢oli conteniendo
pPTFL1 produce altos niveles de TFL.

Ltoyd-George ¥ Chang®® realizaron estudios con células completas de
Erwinia herbicala con actividad tirosinfenoliasa, las cuales fueron
microencapsuladas en una matriz alginato-polilisina-alginato. Ellos estudiaron el
uso de éstas para la conversién de amonio y piruvato junto con fenol y catecal,

respectivaments, en L-tirosina o L-OOPA. Observaron que el crecimiento de E.
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herbicola a temperaturas de 22°C a 32°C fue estable, en estas condiciones las
celulas alcanzaron la fase estacionaria y permanecieron alli por o menos 10
horas. A 37°C las c¢élulas crecieron rapidamente, pero tambien entraron
rapidamente en fase de muerte; a 42°C hubo un crecimiento limitade de E.
herbicola.

Las células de E. herbicola fuercn microencapsuladas en alginato-
polilisina-alginato. Estas celulas fueron utilizadas como catalizadores para la
produccion de L-tirgsina o L-DOPA a partir de amonio, piruvato, y fenol ¢
catecol respectivamente. Los resultados observadcs por Lloyd-George y
Chang™ fueron primeramente con respecto al crecimiento de las células de E.
herbicola en el caldo de cultivo, en el cual la cantidad de biomasa en la fase
estacionaria (creciendo a 32°C) dependid de la cantdad de aereacidn
controlada par revoluciones par minuta (rpm). Estos estudias sugirieron que el
indeulo con actividad tirosinfenoliasa podria ser obtenido por crecimiento de las
celulas a 180 rom y 32°C o menos. Concluyeron ademas que la actividad
tirosinfenoliasa de las células se incrementaba en la fase estacionaria. La
canversion de amonia, piruvato y fenal a L-tirosina se efectud a 27°C, mientras
que la conversidn de amonio, piruvato y catecol a L-DOPA se llevo a cabo a
37°C. La conversion de los sustratos a L-DOPA comparada con la conversian
de los sustratos pertinentes para L-tirosina, fue baja. Conforme la concentracion
de catecol se incrementd desde 10 hasta 40 mM, hubo una reduccién en la
cantidad de L-DOPA producida, pero el efecto no fue significativo. Cuando la

reaccion para la sintesis de L-DOPA se llevo a cabo bajo condiciones de
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luminosidad, significativamente se produjo mas dopa que cuando la reaccién se
llevé a cabo en candiciones de oscuridad.

Enei y Yamada®™ estudiaron las condiciones de reaccion para la sintesis
de L-DOPA por células intactas de Erwinig herbicola conteniendo alta actividad
TFL. El pH dptimo para esta reaccian fue alrededor de 8.0, y el rango dptima
de temperatura de 15-25°C. Agregaron sulfito de sodio y EDTA para bloquear |a
descomposicion de la L-DOPA sintetizada. Debido a que altas concentraciones
de pirocatecol desnaturalizaban la enzima, cada sustrato fue alimentado para
mantener la concentracion dptima durante la incubacién. Las células obtenidas
a partir de 100 mL de medio de cuitivo fueron afiadidas a 100 mL de mezcla
reaccionante.

Estos investigadores también estudiaran la reaccién de sintesis utilizando
DL-serina coma sustrato, en este caso la mezcla reaccionante (100 mL)
contenia 4.0 g de DL-serina, 0.7 g de pirocatecol, 5.0 g de acetato de amonio y
las células, y posteriormente fue incubada. El piracatecol fue afiadido a
intervalos de tiempo durante [a incubacion para mantener la concentracion
inicial. Bajo estas candiciones lograron sintetizar §.1 g de L-DOPA.

También se probod la reaccidn con piruvato de sodio como sustrato; se
incubd una mezgla reaccionante (100 mL) que contenia 0.5 g de piruvato de
sodio, 0.8 g de pirocatecol, 5.0 g de acetato de amonio, y las células. El piruvato
de sodio y el pirocatecol fueron afiadidos a intervalos. Bajo estas condiciones,
fueron sintetizados 5.8 g de L-DOPA .

En México se han realizado investigaciones sobre el empleg de células

libres e inmovilizadas en calidad de catalizadores para la produccion de
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aminoacidos. En el caso de la L-tirosina, se ha producido a partir de fenol,

piruvato de sodio y acetato de amonio, utilizando coma catalizador células de

Citrobacter freundii con alta actividad tirosinfencliasa® 92838486

64



METODOLOGIA

FUENTE DE ENZIMA.

Como biocatalizador de esta reaccion se emplearon células completas de
Citrobacter freundii con actividad tirosinfenoliasa (TFL) abtenidas del cepario del
Departamento de Biotecnologia de la de la Universidad Auténoma de Coahuila.
Esta cepa es utilizada tanto para sintesis de L-tirosina como para sintesis de L-
DOPA, siendo la diferencia uno de los sustratos empleados ya que para tirosina

se emplea fenol y para DOPA éste es sustituido por catecol.

CONSERVACION Y PROPAGACION DE LAS CELULAS DE C. freundii.

Las células de C. freundii se c‘ultivaron, para su conservacion, en agar
bacteriologica (Bioxon) (pH 7.0), de acuerde con lo sefialado por Contreras'’ y
Conés'®. El medio de cultivo se esterilizd en autoclave a 1.5 kglem? y 120°C par
15 minutos y se colocd en tubos de cultivo para su solidificacion. Las células se
sembraron por estria y se incubaron a 30-32°C por 24 horas. Transcurrido este
tiempo, las células se conservaron en refrigeracion a 4°C.

Para la obtencién del biocatalizador las células se cuitivaron en medio

liquido de referencia®’ modificado por Cortés’, ajustando el pH a 7.0 antes de



su esterilizacion. La propagacion de las células se realizd inoculando 0.1 mL de
suspension celular de un cultivo de 24 horas, en 100 mL de medio de cultivo
liquido.

El cuitivo se realizd en matraces Erlenmeyer de 1000 mL, a una
temperatura de 30-32°C con agitacién constante (250 rpm) durante 12 horas.
Una vez transcurrida este tiempo, se obtuvo la biomasa mediante centrifugacidn
a 7,000 rpm durante 20 minutos a 4°C. Se desechd el sabrenadante y se
procedid a suspender las células en 3 mL de amortiguador de fosfates (0.01 M,
pH de 8.5). La suspension celular s& emplet como biocatalizador en cada una

de los estudios realizados.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA CELULAR.

Puesto que este estudio se realizd utilizando como catalizadores células
completas de C. freundii, es de gran importancia conocer la cantidad total de
proteina celular para, con este dato, poder realizar el calculo de la actividad
enzimatica. Para este fin se prepard una dilucion de 1:500 a partir de la
suspension celular, la cuantificacidn de la concentracién de proteina celular se
realizé de acuerdo con el métoda de Peterson, descrito y modificado por Gorina

y Yakovieva®'.

DISENO EXPERIMENTAL
Para cada uno de los experimentos el disefio experimental fue

completamente al azar. Una vez obtenidos los resultados se realizé un analisis
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de varianza y una prueba de Schefié de comparacion de medias a fin de
establecer los niveles responsables de las diferencias, en caso de haberlas,

entre tratamientos.

ESTUDIO CINETICO DE LA REACCION DE SINTESIS DE L-DOPA
UTILIZANDO CELULAS LIBRES DE C. freundii CON ACTIVIDAD TFL.

Para todos los casos descritos a continuacion se utilizaron reactores tipo
batch de mezclado ideal en los cuales se colocaron 3 mL de suspensidn celular
y un volumen de 30 mL de mezcla reaccionante. Esta mezcla reaccionante
contenia, ademas de cantidades variables de catecol, piruvato de sodio y
acetato de amonio, 0.2% de sulfito de sodio y 0.1% de EDTA de acuerdo a lo

senalado por Enei of al.”®

, estos dos dltimos compuestos son utilizados a fin de
disminuir el grado de axidacion del catecol.

Ademds, fue impartante certificar que la actividad TFL de las células de
C. freundii era expresada correctamente, por lo que en cada caso se calocd un
reactor (control) funcionando bajo las condiciones sefialadas como optimas
para la sintesis de L-tirosina'?'®, reaccion ampliaments estudiada y de mas facil
manejo que la de sintesis de L-DOPA.

En todos los experimentos el seguimiento de la reaccidn se hizo
determinando cuantitativamente (a2 presencia de L-DOPA mediante la formacion
de un complejo con el reactivo de ninhidrina segun la metodologia descrita por

"106

Voivodov et al."™". Las alicuotas para el monitareo se tomaron y procesaron de

la siguiente manera: se tomaron 0.5 mL de muestra directamente del reactor,
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centrifugando para separar biomasa y tomando 0.1 mL del sobrenadante para
diluir en 3 mL de agua destilada; de esta dilucion se tomd 1 mL y se mez¢ld con
1 mL de solucién de ninhidrina para posteriormente calentar a 100°C durante 3
minutos; se enfrié rapidamente en hielo y se reafizé entonces ia lectura
espectrofotométrica a una longitud de onda de 508 nm. Las lecturas se
compararon con una curva de catibracion previamente establecida.

En tados los estudios realizados la reaccién fue manitoreada durante 30
horas tomando alicuotas alas G, 1, 2, 3, 8, 24 y 30 haras. Estos tiempos fueron
determinados previamente al realizar monitoreos cada hora durante 30 horas,
encontrandose que con los tiempos mencionados se podia cubrir de manera

aceptable el compoertamienta cinético de la reaccian.

Estudio de la Influencia de |la Temperatura Sobre la Reaccion de Sintesis

de L-DOPA Catalizada por Células Libres de C. freundii con Actividad TFL.

La temiperatura es uno de los factares que influyen sobre la velocidad de
una reaccidon enzimatica. Este efecto puede deberse a diferentes causas.
Puede ser un efecto sobre la estabilidad de la enzima; un efecto sobre la
velocidad de rompimiento del complejo enzima sustrato, determinado por el
calor de activacion de la reaccion; un efecta sobre la afinidad de la enzima por
el sustrato o por activadares ¢ inhibidores; o inclusc a un cambio en la
concentracidn de oxigeno disuelto®.

Para este estudia se vari¢ |a temperatura de reaccion a fin de determminar

la optima para la sintesis del aminoacido. Las temperaturas probadas se
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seleccionaron de manera que se cubrieran los rangos encontrados en la
iiteratura para ia reaccion de sintesis de L-DOPA utilizando la actividad TFL y
éstas fueron: 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C y 45°%C. El resto de las
condiciones de reaccidn se mantuvieron constantes y fueron las siguientes®:
pH, 8.0; catecol: 0.03 M, acetato de amonio: 0.1 M, piruvato de sodio: 0.08 M,
sulfito de sodio: 0.2% y EDTA: 0.1%. En especial, las concentraciones de los
sustratos fueran tomadas de la literatura® y se escogieron por ser aquellas en
las que se manejaba una concentracidn menor de catecol; de esta manera,
podiamos estar seguras de que no tendriamos efectos de inhibicidn por sustrato
o problemas de oxidacién del catecol que resultaran en mediciones poco
confiables de los valores de velocidad inicial y actividad enzimatica al estudiar

temperatura.

Estudio de la Influencia del pH Sobre la Reaccion de Sintesis de L-DOPA

Catalizada por Células Libres de C. freundii con Actividad TFL.

Otro de los factores importantes en los estudios cinéticos es €l pH. En
general, las enzimas son activas s6lo en un rango limitado de pH y en la
mayoria de los casos se abserva un pH optime. Este éptimo puede deberse a
un verdadero efecto reversible sobre la velocidad en si misma, a un efecto del
pH sobre la afinidad, 0 a un efecta del pH sobre (a estabilidad de (a enzima, la
cual puede ser destruida irreversiblemente con valores a ambas lados del

optimo. Estos efectos pueden incluso ocurrir en combinacion®>,
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Para este estudio se vano el pH de la reaccién a fin de determinar el
éptimo para la sintesis de L-DOPA. Los pH praobadoas fueron: 6 5, 7.0 7.5, 8.0,
8.5 9.0y 9.5, cubriendo asi los rangos de pH encontrados en la literatura para
esta reaccion de sintesis de L-DOPA. El resto de !as condiciones de reaccidn

se mantuvo constante y fueron como se especificd en el punto anterior, a 30°C.

Estudio de la Influencia de {a Concentracidn de Catecal, Piruvato de Sadia
y Acetato de Amonlo Sobre la Reacclén de Sintesis de L-DOPA Catalizada

por Células Libres de C. freundii con Actividad TFL.

a) Catecol.

La concentracidn de sustrato es ung de los factores més importantes que
determinan la velocidad de una reaccion enzimatica, En la mayoria de los
casos, cuando la velocidad inicial es graficada contra la concentracion de
sustrato se obtiene una seccién de una hipérbola rectangular, lo cual sefiala un
incremento en |a velocidad al aumentar la con¢entracién del sustrato, por lo
menos hasta alcanzar un maximo®. Sin embargo, en ciertos casos fa velocidad
puede disminuir @ concentraciones altas de susirato debido a efeclos de
inhibicién causadas por el mismo sustrato®.

La gran mayoria de la reacciones catalizadas por enzimas involucran
mas de un sustrato, pero es posible considerarlas como si se tratase de un sdélo
sustrato si sdlo uno de ellos se deja como limitante, estando el resto a
concentraciones relativamente altas de tal forma que la enzima esté saturada

con ellos todo el tiempa®.
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De acuerdo con lo anterior, en este trabajo se estudid el efecto de la
concentracion de cada uno de los tres sustratos de la reaccion: catecol,
piruvato de sodio, y acetato de amonio.

Para este estudic se variaron las cancentracicnes de cateco! a fin de
determinar el Gptimo para i@ sintesis de L-DOPA. (as cancentraciones
probadas fueron (M):. 0.03, 0.05, 0.075, 0.10, 0.125, 0.150, 0.175. Estas
concentraciones fueron escogidas ya que abarcan €l rango de concentraciones
encontradas en la literatura para la sintesis de L-DOPA. El resto de las
condiciones de reaccion se mantuvo constante y fueron las siguientes:
temperatura: 30°C; pH: 7.5; acetato de amonio: 0.45 M, piruvato de sodio: 0.12
M (estos dos uitimos valores de acuerdo con Cértes'® v Rangel™ para la
sintesis de L-tirosina); sulito de sodio: 0.2% y EOTA: 0.1%. Las
concentraciones de acetato de amonio y de piruvato de sodio se mantuvieron

altas a fin de convertir al catecol en sustrato limitante.

b) Piruvate de Sodig.

Se realizd la misma metodologia que para el caso anterior. Las
concentraciones probadas fueron (M): .05, 0.08, 0.09, 0.12, 0.15, 0.18. El resto
de las condiciones de reaccién se mantuvieron constantes come en el punto

anterior y la concentracion de catecol usada fue de 0.075 M.

¢) Acetato de Amonio.

Las concentraciones probadas para este sustrato fueran (M): 0,40, 0.45,

0.50, 0.60, 0.70, 0.80. El resto de las condiciones fueron similares a como se
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reportd anteriormente. €l catecol se utilizd a una concentracion de 0.075 M y el

piruvate de sodia a 0.15 M.

Estudio de fa (nfluencia de la Cantidad de Catalizador Sobre la Reaccion
de Sintesis de L-DOPA Catalizada por Células Libres de C. freundii con

Actividad TFL.

Bajo condiciones dadas, dos moléculas de enzima actuando
independientemente en solucion transformaran una cantidad doble de sustrato
que una sola molécula; ia vefocidad de reaccion debe por lo tanto ser
proporcional a la concentracidn del catalizador”. Sin embargo, la proporcion
directa se pierde cuando la concentracion de sustrato presente en la solucién
no es mucho mayor que fa cantidad de enzima, de tal manera que en algin
momento el aumentoc de catalizador no genera un incremente significativo de la
velocidad de reaccion. Por ello, este es otro de los factores que deben
considerarse en todo estudio cinético.

Para este estudio se variaran las cantidades de catalizador afiadido a la
mezcla reaccionante a fin de determinar la Gptima para la sintesis de L-DOPA.
Las cantidades probadas fueran (mL): 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, comespondientes a
12, 16, 22, 27 y 3.2 miligramos de proteina por miliitro de mezcla
reaccionante, respectivamente. El resto de Ilas condiciones de reaccion se
mantuvieron constantes.

La Figura 5 muestra la metodologia general a seguir.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

La actividad enzimatica (AE; en mmoles/mgxh) se valord de acuerdo a la

siguiente relacion:

va

[Pror]

AE =

donde Vg , !a velacidad inicial de la reaccidon (en mmoles/mlLxh), es la tangente
de la pendiente en la grafica de formacién de producto en funcion del tiempo; y
[Prot] (en mg/mL) es la concentracion de proteina celular por mililitro de mezcla

reaccionante (determinada por el método de Peterson modificado)*.
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Figura 5. Representacion generalizada de la secuencia a seguir

para en el estudio cinélico de la reaccidn de sintesis de L-DOPA

utilizando como catalizadores células de Citrobacter freundii con
actividad tirgsinfenoliasa.
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INMOVILIZACION DE LAS CELULAS DE C. freundii CON ACTIVIDAD TFL
EN GEL DE x-CARRAGENINA Y EN GEL DE ALCOHOL POLIVINILICO

(PVA).

A fin de determinar la posibilidad de utilizar células de C. freundii
inmovilizadas en calidad de catalizador para la sintesis de L-DOPA, se probaron
dos soportes para inmovilizar al microorganismo por atrapamiento. gel de «-
carragenina y gel de alcohol palivinilico {(PVA).

La técnica de inmovilizacidon en carragenina es una de las técnicas mas
ampliamente utilizadas debido a que es econémica, simple y repraducible con
una gran variedad de condiciones durante la inmovilizacién®®. Las principales
ventajas de este método son la alta densidad celular, las condiciones suaves de
inmovilizacion y el bajo riesgo de pérdida celular del soporte. La concentracion
de carragenina empleada depende del tipo de carragenina utilizada, pero debe
ser suficiente para producir un gel firme. Para su aplicacion, el gel de
carragenina puede usarse en diferentes formas: cubos, ldminas o membranas®.

No obstante sus ventajas, el gel de carragenina es térmicamente
reversible y a menudo se suaviza ¢ desintegra a temperaturas elevadas,
consecuentemente no es util en aplicaciones que involucran temperaturas altas
de reaccién, como aquellas que emplean microorganismos termofilicas '*42,

El alcohol polivinilico (PVA) es un gel no toéxico que puede ser utilizado
de manera econdmica para aplicaciones a escala industrial®. El uso de PVA

para inmovilizacién de células ha atraido recientemente mucha atencién, ya que
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es un soporte termoestable’, La inmovilizacion en PVA puede realizarse por
atrapamiento mediante el congelamientc y descongelamiento del gel
{crioinmovilizacion), o bien mediante un entrecruzamiento utilizando acido
borico. Una de las desventajas del segundo metodo es que el entrecruzamiento
logrado en la estructura resulta en una pobre permeabilidad para gases del gel
de PVA, lo cual puede causar acumulacién de gases dentro de los granuios
haciéndolos flotar hacia la superficie de la solucién dentro del reactor®. En este
estudio se probd el método de criginmoyvilizacidn.

Las metodologias utilizadas para la inmovilizacidon en cada uno de los

soportes se describen a continuacion.

Inmavilizacion de las Celulas de C. freundii en Gel de x-carragenina.

Se probaron 5 diferentes concentraciones de carragenina para la
inmovilizacion®; 2%, 3%, 4%, §%, 6%. La metodologia empleada para la

inmovilizacién fue la siguiente:

- Se colocd carragenina al porcentajes deseado en un vaso de precipitado de
50 mL y se agregaron 7 mL de una sclucién de cloruro de sodio 0.9%,
dejando reposar por 10 minutos.

- Para la formacién del gel se colocé la muestra en un bafio de agua caliente
(80°C) hasta la disolucion completa de la carragenina. Se dejo enfriar a 45°C

y se agregaron 3 mL de suspension de células (aproximadamente 1.6 mg de
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proteina por mL) de C. freundii; se homogeneizé y se coloco el vasao durante
20 minutos en una placa de hielo.

- El gel se pasé entonces a un vaso de precipitado de 250 mL que contenia
100 mL de una solucidon de cloruro de potasio 0.03 M y se dejé en
refrigeracién a 4°C durante 12 horas®,

- La pastilla de gel se pasd entonces a través de un tamiz con diferente malla

para la obtencién de granulas®®.

Una vez obtenidos, los granulos se lavaron en 50 mL de agua destilada. A
esta agua de lavado se le determind (@ concentracion de proteina a fin de
conocer |la cantidad atrapada dentro del soporte. Este date fue utilizado para

conocer el porcentaje de inmavilizacion de acuerda a la siguiente relacidn:

Proteina atrapada
Iz
[Proteina Total ]

Yainmv. =

Inmovilizacion de las Células de C. freundii en Gel de Alcohol Polivinilico.

Se probaron 4 concentraciones diferentes de solucion de PVA
(porcentaje de hidralizacién 98-99%, peso molecular promedio 124,000-
186,000) para la inmovilizacion: 8%, 9%, 10%, 11%. La metodologia empleada

para la inmovilizacion de describe a continuacion:
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- Se prepard una solucion de PVA al porcentaje deseado y se calentd hasta
disotverla. Postericrmente s dej¢ enfriar.

- Las células de C. freundii fueron afadidas al alcanzar la solucion una
temperatura de entre 30 y 40°C y se agité vigorosamente para
homogeneizar la mezcla.

- E! gel fue congelado a una temperatura de -20°C durante 24 horas.

- Los granulos fueron colocados en un desecador y descongelados
lentamente a temperatura de refrigeracion (4°C) durante 8 horas.

- Una vez pasado el tiempo, el gel fue cotado en granulos de

aproximadamente 1 mm por lado.

Las granulos se lavaron en 60 mL de agua destilada. A esta agua de lavado
también se le determind la concentracion de protefna. Este dato fue utilizado

para conocer el porcentaje de inmovilizacién de acuerdo a {a siguiente relacion.

[E oteina a_rrapag_a]

Yoinmv. = 2
[Proteina Total|
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Estudio Sobre la Capacidad de Retencién de las Células por Parte de los

Diferentes Soportes Empleados para la Inmovilizacion.

Dado que la reaccidn de sintesis de L-DOPA es relativamente larga (por
lo menos 12 horas utilizando células libres bajo condiciones aptimas en
reactores tipo batch), es importante que el soporte utilizado para la
inmovilizacion tenga la capacidad de refener en su interior a las células durante
el tiempa de reaccidn. Debido a ello las células inmovilizadas en cada uno de
los soportes para cada una de las concentraciones probadas fueron colocadas
en 30 mL de agua destilada y sometidas a las condiciones de agitacion en
reactores batch (250 rpm) durante el tempo de reaccion, determinando la
concentracién de proteina (utilizando el método de Peterson madificado*') en el

medio acuoso a las 0, 2, 4, 8By 24 horas.

Influencia de la Concentracion de Carragenina Sobre la Actividad
Enzimatica de las Células de C. freundii con Actividad TFL en la Reaccién

de Sintesis de L-DOPA.

Una oconcentracion excesiva del soporte puede ocasionar [a
compactacién del tamafio del poro y, por lo tanto, dificultar los procesos de
difusién hacia el interior 0 exterior del soporte; asi mismo, una concentracion
baja ocasionaria que el tamafic del poro fuera grande, lo que favoreceria la

pérdida de las celulas.
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Para este estudio se procedid a colocar granulos d¢ aproximadamente 1
mm?° de céfulas inmovilizadas en 30 mL de mezcla reaccianante (catecol, 0.075
M; piruvato de sodio, 0.15 M; acetato de amonio, 0.6 M, pH, 7.5; temperatura,
30°C; sulfito de sodio, 0.2%: EDTA, 0.1%) en reactores batch a 250 rpm,
tamande alicuotas y monitoreando la presencia de L-DOPA como se especificd
anteriormente. Las concentraciones de carragenina prgbadas fueron 0%
(c€lulas libres), 3%, 4%, 5% y 6%. La actividad enzimatica fue estimada de

acuerdo a lo previamente sefialado

Influencia del Tamaiho de Grinulo Sobre la Actividad Enzimatica de las
Ceélulas de C. freundii con Actividad TFL en la Reaccion de Sintesis de L-

DOPA.

Otro de los factores que tienen influencia sobre los procesos de
biocatélisis empieando céluias inmovilizadas es el tamafio del granulo de
soporte. Esto es debido a la superficie de exposicién al sustrato que se
presenta con los diferentes tamafios de granulo que pueden emplearse en el
medio reaccionante. En este estudio se probaron 3 tamaios de granulo, de
acuerdo el estudia realizada por Ruelas®: 1 mm®, 2 mm®y 3 mm®

E! gel de carragenina conteniendo la células inmovilizadas fue pasado a
través de tamices con diferente tamafic de malla para generar los diferentes
tamarnios de granula. Una vez obtenido, los granulos fueron colocados en 30 mL

de mezcla reaccionante en reactores batch a 250 rpm, tomando alicuatas y
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monitoreanda la presencia de L-DOPA como se especificd anteriormente. La

actividad enzimética fue estimada de acuerdo a lo sefialado previamente.

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA, EL pH Y LA
CONCENTRACION DE LOS SUSTRATOS SOBRE LA REACCION DE
SINTESIS DE L-DOPA UTILIZANDO CELULAS DE C. freundii CON

ACTIVIDAD TFL INMOVILIZADAS EN GEL DE x-CARRAGENINA.

Los estudios realizados con células libres de C. freundii con actividad
TFL para la sintesis de L-DOPA fueron repetidos utilizando las células
inmovilizadas en carragenina,

Los parametros estudiadas con sus respeclivos niveles fueron:

- Temperatura (°C); 20, 25, 30 y 35

- pH:65.7.0,75y80.

- Concentracion de catecol (M); 0.05, 0.075, 0.10, 0.125, 0.150.
- Congcentracion de piruvato de sodia (M): 0.09, 0.12, 0.15, 0.18.
- Concentracion de acetato de sadio (M): 0.45, 0.50, 0.60, 0.70

El resto de las candiciones empleadas fueron las mismas que para el
estudio cinético utilizando celulas libres. Considerando lo anterior, el
seguimiento de la reaccidn y la determinacion de formacion de L-DOPA fue

realizado de acuerdo con lo antes sefialada. La actividad enzimatica fue
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estimada de acuerdo a lo especificado anteriormente, salvo que la

concentracion de proteinas correspondié a aquella inmovilizada dentro del gel.
Para todos los casos se utilizo un disefio experimental completamente al

azar, determirando las diferencias entre tratamientos mediante la prueba de

rangos de Scheffé.
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RESULTADOS

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA SOBRE LA
REACCION DE SINTESIS DE L-DOPA CATALIZADA POR CELULAS
LIBRES DE C. freundii CON ACTIVIDAD TFL.

La Figura 6 muestra la influencia de la temperatura sobre la velocidad
inicial de la reaccidén de sintesis de L-DOPA catalizada por células libres de C.
freundii con actividad TFL; estas velocidades fueron calculadas en base a las
cineticas de produccion de L-DOPA mostradas en |a Figura 7. Los valores de

velocidad inicial y actividad enzimatica en funcion de la temperatura se

muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Influencia de la temperatura sobre |la reaccion de sintesis de L-DOPA
catalizada por ce¢lulas de C. freundii con actividad TFL.

Velocidad Inicial x 10" | Actividad Enzimética x 10°
Temperatura (°C) + SD x 1¢? +SD x 10°
{mmoles/mlLxh)? (mmales/mgxh)*°
18 0.321710.19 56343+0.37 a
20 0.5678+0.23 9.9445+0.36 b
25 1.0190+2.76 17.846+5.11 ¢
30 1.2999+1.28 22.766+2 .38 ¢

* Madia t Desviaciéon estandar, n=5

® Valores de actividad enzimatica seguidos por letras distntas indican diferencias significativas (p<0.05) de
acuerdo a |3 prueba de rango de Scheffé.
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El analisis de varianza para fa influencia de la temperatura sobre la actividad

enzimatica mostrd diferencias significativas entre les tratamientos.

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL pH SOBRE LA REACCION DE SINTESIS
DE L-DOPA CATALIZADA POR CELULAS LIBRES DE C. freundii CON
ACTIVIDAD TFL.

La Figura 8 muestra la influencia del pH sobre la velocidad inicial, de la
reaccion de sintesis de L-DOPA catalizada por células libres de C. freundii con
actividad TFL, velocidades calculadas a partir de las cinéticas de produccion de
L-DOPA graficadas en la Figura 9. Los valcres de velocidad inicial y actividad
enzimatica en funcion del pH se muestran en |a Tabla 7.

Se observa que tanto la velocidad inicial como |a actividad enzimatica se
incrementan conforme se incrementa el valor de pH, hasta alcanzar un maximo
muy notorio a pH de 7.5. A pH de 9.0 aparece un ligero incremento, el cual
puede ser explicado por la ¢oloracién que la mezcla reaccionante adquiere por
efecto, probablemente, de la oxidacion del catecol. A partir de este valor los
resultades no son confiables ya que el sustrato ha experimentado madificacion
y Ia reaccién seguramente ya no se lleva a cabo de manera éptima.

El analisis de varianza realizado para determinar la influencia del pH

sobre la actividad enzimatica mostré diferencias entre los tratamientos.
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Tabla 7. Influencia del pH sobre la reaccién de sintesis de L-DOF’A catalizada
or células de C. freundii con actividad TFL.

Velocidad Inicial x 10" Actividad Enzimatica x 10*
pH (unidades de pH) +SD x 102 +SD x 10*
~ (mmoles/mLxh)® (mmoles/mgxh)*®
6.5 0.1065+0.15 2.8950+0.30 a
7.0 0.5039+0.16 13.697+0.76 b
7.5 1.5066+0.29 40.955:0.94 ¢
8.0 0.5744+1.79 15.614+4.36 b
8.5 0.3704+0.85 10.068+2.77 d

* Media + Desviacidon estandar: n=5
® Valores de actividad enzimatica seguidos par letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05) de
acuerdo a la prueba de rango de Scheffé.

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA CONGCENTRACION DE CATECOL,
PIRUVATQ DE SODIQ Y ACETATO DE AMONIO SOBRE LA REACCION DE
SINTESIS DE L-DOPA CATALIZADA POR CELULAS LIBRES DE C. freundii
CON ACTIVIDAD TFL.

a) Catecol.

La aclividad tirosinfenoliasa para la sintesis de L-DOPA fue medida a
diferentes cancentraciones de catecol, como ya se menciond. Los resultados de
este estudio se muestran en Tabla 8; la Figura 10 muestra la influencia de este
factor sobre la velocidad inicial de la reaccion; estas velocidades fueron
calculadas a partir de 1as cinéticas de formacibn de! producto mostradas en la
Figura 11. La actividad fue maxima a una concentracion de 0.075 M de catecal.

El andlisis de varianza para la influencia de la concentracion de catecol

sobre la actividad enzimatica mostrd diferencias entre lgs tratamientos.
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La primera parte de la curva de la Figura 10 sigue una cinética de
Michaelis-Menten; para este rango de concentraciones se calculd una constante
de Michaelis aparente (Ky app) de 0.023 M (Figura 12). La segunda parte de la
curva de esta figura muestra una cinética de inhibiciéon por sustrato.

Tabla 8. nfluencia de la cancentracidn de catecol sabre la reaccién de sintesis
de L-DOPA catalizada por células de C. freundii con actividad TFL.

Velocidad (nicial Actividad Enzimatica x 10°
[Catecol] (M) +SD +SD x 104
(mmoles/mLxh)? (mmoles/mgxh)*®
0.03 0.2066+0.0307 40.826+978 a
0.05 0.354610.0216 70.061x4.21b
0.075 (0.4221+0 0261 83.39624.65¢
0.10 0.3333+0.0470 65.852+9.06 d
0.125 0.2694+0.0303 53.227+544 e
0.130 0.2056+0.0199 40621+266 a
0.175 0.1644+0.0366 32.481+7 20 f

* Media 1 Desviacion estandar; n=5
® Valores de actividad enzimélica sequidos por letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05) de
acuerdo a la prueba de rango de Scheffé

b) Piruvato de Sodio.

Los resultados de este estudio se resumen en la Tabla 9 y en las Figuras
13 y 14. Se observa que los valares maximos para velocidad inicial y actividad
enzimatica fueron alcanzados a una concentracion de 0.15 M.

El analisis de varianza para el efecto de la concentracion de piruvato de
sodio mostr diferencias significativas entre los tratamientos.

Como se observa en |a Figura 13, la primera parte de la grafica sigue una
cinética de Michaelis-Menten. A partir de esto se calculd una Ky aparente de

0.063 M (Figura 15).
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Tabla 9. Influencia de la concentracidon de piruvato de sodio sobre la reaccion
de sintesis de L-DOPA catalizada por células de C. freundii con actividad TFL.

[Piruvato de sodio] Velocidad Inicial Actividad Enzimatica x 10°
(M) +8SD +SD x 10°
(mmoles/mLxh)? (mmoles/mgxh)*®

0.05 0.4839+0.0359 78.593+0.64 a
0.08 0.6864+0.0482 111.48+0.86 b
0.09 0.7667+0.0169 124.52+0.30 c
0.12 0.8873+0.0540 144.11+0.93 d
0.15 1.056110.1716 171.5212.90 e
0.18 0.6019+0.0815 97.750+£0.94 f

Y Msdia + Desviacion estandar n=5
® Valores de actividad enzimatica sequidos por letras distintas indican diferencias significalivas (p<0.05) de

acuerdo a la prueba de rango de Scheffa
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reaccion de sintesis de L-DOPA catalizada porcélulas libres de C. frevndiicon acuvidad TFL.
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Figura 14 Cinéuca de formacién de L-DOPA en la regecidn de sintesis catalizada por células libreg de
C. freundit con actividad TFL a diferentes concentraciones de piruvato de sodio.
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Figura |5 Gréfico de Lineweaver-Burk para la determinacidn de Km y Vmax para piruvato de sodio;
Km =0.063M, Vmax = | 345 mmules/imLxh

¢} Acetato de Amonio.

Los resultados de este estudic se observan en la Tabla 10 y en las
Figuras 16 y 17, Como puede observarse los valores de velocidad inicial se
incrementaron siguiendo una cinética de Michaelis-Menten hasta alcanzar un
maximeo a una concentracion de acetato de amonio de 0.6 M. A partir de esto se
calculd una K, aparente de 0.30 M (Figural18). Un efecto similar se ghservo
para la actividad enzimatica; a las concentraciones mayores probadas en este
estudio, no se observaron cambios significativos en los valores de ambos

parametros.
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Figura | 7. Cinética de farmacidn de L-DQOPA en ls resccign de sintesis cutalizada por vélulas libres de
C. frevads con actividad TFL a diferentes concentraciones de acetata de amonio.
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Figura 18 Gréfico dec Lincweaver-Burk para la detcrminacion de Km y Vmax para acetato de amonia,
Km =0.30 M, VYmax = 3.99 mmoles/mLxh

El andlisis de varianza para la influencia de la concentracién de acetato
de amonic sobre la actividad enzimatica mostrd diferencias significativas entre

los tratamientos.

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA CONCENTRAGION DE
BIOCATALIZADOR SOBRE LA REACCION DE SINTESIS DE L-DOPA

CATALIZADA POR CELULAS LIBRES DE C, freundii CON ACTIVIDAD TFL.,

Los resultados de este apariado se muestran en la Tabla 11 y en las

Figuras 19y 20. El andlisis de varianza de la influencia de la concentracion



de biocatalizador sobre (a actividad enzimatica mostré diferencias significativas

entre los tratamientos.

Tabla 10. Influencia de la concentracidn de acetato de amonic sobre |a reaccion
de sintesis de L-DOPA catalizada por células de C. freundii con actividad TFL.

[Acetato de amonio] Velocidad Inicial Actividad Enzimatica x 10°
(M) + 8D +SD x 10°
(mmoles/mLxh)® (mmoles/mgxh)®?

0.40 2.2400+0.0370 433.01+0.69 a
0.45 2.3963:+0.0816 463.21+1.91b
0.50 2.5526+0.2256 49344+4 21¢c
0.60 2.60471+0.2514 511.6914.69 d
070 2.597310.2412 509.0814.50 d
080 2.5836+0.2382 909.2514 47 d

*Media + Desviacion estandar; n=5

® Valores de actividad enzimtica seguidos por letras distintas indican diferendias significativas (p<0.05) de
acuerdo a |a prueba de rango de Scheffé

Tabla 11. Influencia de (a concentracién de biocatalizador sobre la reaccion de
sintesis de L-DOPA catalizada por células de C. freundii con actividad TFL.

Vol. De biomasa (Biomasa] Velocidad Inicial | Actividad Enzimatica
(MU0 mL MR) | (mg/mL MR) +SD x 10
(mmoles/mlLxh)? 1 SD x 10°
__ (mmales/mgxh)*®
2.0 1.2077 1.4031+0.1422 348.53+3.53 a
3.0 1.6364 2.5458+0.2064 466.9012.85b
4.0 2.2360 3.241740.2466 494.931241b
5.0 2.7563 3.4687+0.2202 499.53+342 b
6.0 3.2714 3.7988+0.3114 §03.65+3.10 b

? Media + Desviacidn estandar; n=5
" valores de actividad enzimatica seguidos por letras distintas indican dferencias significativas (p<d.05) de
acuerde a la prueba de rango de Scheffé

De nuestro estudio, se desprende que 3 mL de suspension celular,
comrespondiente aproximadamente a 1.6 mg de proteina celular por mL de
mezcla reaccionante, es suficiente para obtener una maxima actividad

enzimatica. A este respecto, la prueba de Scheffé de comparacién de medias
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Figura 19. [nMuencia d¢ la concentracion ge biacatalizador sobre 19 velocidad inicisl en la reaccidn de sintesis
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Figura 20. Cinética de farmacidn de L-DOPA en la reaccidén de sintesis catalizada por células libres de
C. freundyi con sctividad TFL & diferentes concentraciones hiocatalizador.
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muestra que no existe diferencias significativas entre el uso de 3y 4, 50 6 mL

de suspension celular.

INMOVILIZACION DE LAS CELULAS DE C. freundii CON ACTIVIDAD TFL

EN GEL DE x-CARRAGENINA Y EN GEL DE ALCOHOL POLIVINILICO

(PVA).

Las células de C. freundii fueron inmovilizadas utilizando gel de x-
carragenina (Aldrich) o de PVA (Sigma; porcentaje de hidrolizacion 98-99%,
peso molecular promedio 124,000-186,000) a fin de determinar cual de los dos
soportes era el mas adecuado para este fin. Las Figuras 21 y 22, asi como las
Tablas 12 y13, muestran los resultados obtenidos en el estudio realizado para
determinar la capacidad de retencion de células por parte de cada uno de los
soportes utilizados para la inmovilizacion al mantener los granulos en agitacion

en medio acuaso durante el tiempo de reaccion.

Tabla 12. Porcentaje de inmovilizacion de las células de C. freundii con
respecto al tiempo para cada cancentracién de carragenina probada®.

Concentracion de Carragenina (%)
Tiempo de 3 4 5 6
agitacion (h
0 98.57+1.3243 | 98.56311.5503 | 99.00£1.5500 | 99.34+0.5973
2 93.17+2.1153 | 94.17+1.1994 | 96.46+1.5516 | 97.53+2.2771
4 78.27+1.7129 | 89.56+1 8494 | 80.76+2 6967 | 93.86+0.9853
8 61.12+19238 | 78.93+4.1218 | 82.12+1.9600 | 86.05+1.4337
24 41.21+4,5972 | 67.60+2 2121 | 74.37+2.6002 | 77.23+1.8545

*MediatDesviacidn estandar, n=3
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Tabla 13. Porcentaje de inmovilizacion de las células de
respecto al tiempo para cada cancentracién de PVA probada®.

C. freundii con

Concentracian de PVA (%)
Tiempo de 8 g 10 11
agitacion (h)
0 85.17£1.6517 |87.22+4.7212 |89.49+1.8136 [91.17+3.3716
2 84.92+2.6382 |86.11£1.0643 |87.03+1.7991 [88.45+1.7988
4 73.41£2.2867 |80.92+3.0560 |82.49+29364 [84.03+5.2308
8 60.16+£1.7250 [7545+1.8826 |77.9442.9231 |81.17+2.9707
24 30.48+2 0100 |64.93+3 3273 |66.71+28995 [69.84+3 4271

*MediatDesviacion estandar, n=3

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE «-CARRAGENINA SOBRE LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS CELULAS DE C. freundii CON

ACTIVIDAD TFL EN LA REACCION DE SINTESIS DE L-DOPA.

La Tabla 14 y la Figura 23 muestran la influencia de la concentracion de
carragenina sobre la actividad TFL en la sintesis de L-DOPA. Comao puede
observarse, la actividad se conserva hasta en un 85% utilizando una

concentracion de carragenina del 3%,

Tabla 14 Influencia de la concentracidon de carragenina sobre la actividad
enzimatica TFL en la sintesis de L-DOPA.

Concentracién de | Velocidad Inicial Actividad % de Actividad
carragenina (%) x 10 Enzimética x 10 Enzimatica
+SD x 10 +SD x 10
(mmoles/mLxh)® | (mmales/mgxh)®

0 (Células libres) 1.272620.76 31.815+0.85 100.00

3 1.0840+1.97 27.100+1.94 85.18

4 1.0344+0.87 25.86110.99 81.28

5 0.8615+1.17 21.53911.43 67.70

6 0.8545+2.23 21.364+2. 34 67.15

*MediatOesviacion estandar, n=3
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Figura 23 Influcncie d¢ 1d concentracion de carrzgenina emplcada para la inmovilizacién sabre la
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INFLUENCIA DEL TAMANO DE GRANULO SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LAS CELULAS DE C. freundii CON ACTIVIDAD TFL EN LA

REACCION DE SINTESIS DE L-DOPA.

La Tabla 15 y la Figura 24 muestran la influencia del tamafio de grarulo
sobre |a actividad enzimatica de las células de C. freundii en la sintesis de L-
DOFA. Come puede observarse, la actividad es mejor al utilizar un granulo de
aproximadamente 1 mm por lado. Por cuestiones de geometria, cuando el
granulo tiene un tamafio mayor se aumenta la superficie de contacto con el
sustrato, sin embargo, las células dentro del gel pueden ser mds facilmente

accesibles en granulos pequerios ya que los problemas de difusion son
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menores al haber mas celulas cercanas a la superficie de contacto del gel con

el sustrato.

Tabla 15. Influencia del tamano de granulo sobre (a actividad enzimatica TFL en

la sintesis de L-DOPA

Tamano aproximado del

Velocidad Inicial x 10"

Actividad Enzimatica

granulo (mm®) +SD x 10° x 10
{mmoles/mLxh)* +SD x 10
(mmoles/mgxh)*
1 1.4093+0.97 35.234+0.96
2 1.0204+0.29 25.512+0.37
3 0.8061+1.94 20.154+1.71
*MediatDesviacidn estandar, n=3
| _
|
[ 1 i t] 4

Tomafo de granuk (mmd|

Figura 24 Influencia del tamafo de granulo sabre |a velocidzad inicial en l1a sintesiy de L-DCPA
catalizads por celulas de C. frewndil inmovilizadas en carragening
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ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA, EL pH Y LA
CONCENTRACION DE SUSTRATOS SOBRE LA REACCION DE SINTESIS
DE L-DOPA CATALIZADA POR CELULAS DE C. freundii CON ACTIVIDAD

TFL INMOVILIZADAS EN GEL DE x-CARRAGENINA.

El estudio realizado utilizando las células libres de C. freundii fue repetido
utiizando como biocatalizador las celulas inmovilizadas en gel de «-
carragenina.

Los resultados obtenidos para [a influencia de |a temperatura, el pH, y la
concentracion de cada une de 0s tres sustratos, sobre la sintesis de L-DOPA,
se muestran en las Tablas 16, 17, 18, 18 y 20, asi como en las Figuras 25, 26,

27,28y 29.

Tabla 16. Influencia de la temperatura sobre la reaccidn de sintesis de L-DOPA
catalizada por celulas de C. freundii con actividad TFL inmovilizadas en «-
carragenina.

Temperatura ("C) Velocidad Inicial x 10° | Actividad Enzimatica x 10°
+SD x 10° +SD x 10°
(mmoales/mLxh)? (mmoles/mgxh)*®
20 4.3344+2 44 7.3522+3.71 a
25 7.8480+3.59 13.312+6.65b
30 10.658+1.10 10.079+1.93 b
35 — —

! Media + Desviacion estandar; n=5
®Valares de actividad enzimatica seguidos por letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05) de
acuerda a la prueba de rangg de Scheffé

Como puede verse, la tendencia en la variacion de las velocidades
iniciales y las actividades enzimaticas debida a cada uno de los factores

estudiados es similar a la obtenida con células libres (Tablas 6, 7, 8, 9 y 10),
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aungue hay una disminucion en los valores calculados; no obstante, para

ninguno de los parametros estudiados la disminucion es mayor al 20%. Esto

puede deberse a un incremento de los problemas de difusion hacia el interior y

hacia el exterior del soporte y, por ende, del biccatalizador.

Tabla 17. Influencia del pH sobre la reaccién de sintesis de L-DOPA catalizada

or celulas de C. freundii con actividad TFL inmovilizadas en k-carragenina.

pH (Unidades de pH) | Velocidad Inicial x 10° | Actividad Enzimatica x 10°
+SD x 10 +SD x 104
(mmoles/mLxh)® (mmoles/mgxh)®®
6.5 0.7650+0.19 2.1787+003 a
7.0 3.8046+0.75 10.8943+3.50 b
7.9 11.142+3.05 31.704+4 24 ¢
8.0 5.5182+1.59 15.701£3.86 d

® Media t Desviacion estandar; n=5
®Valores de actividad enzimatica seguidas por letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05) de

acuerdo a la prueba de rangoe de Scheffé

Tabla 18. Influencia de |a concentracidn de catecol sobre la reaccion de sintesis
de L-DOPA catalizada por células de C. freundii con actividad TFL

inmovilizadas en k-carragenina.

Catecol (M) Velocidad Inicial Actividad Enzimatica x 10°
+ 8D x 107 +SD x 10°
(mmoles/mlxh)? (mmoles/mgxh)®®
0.05 0.3013+0.25 34.117+049 a
i 0.075 0.3587+1.74 62.05813.10 b
0.10 0.283340.16 32.577+0.32 a
0.125 0.2288+0.28 253112050 ¢
0.15 0.17460.41 23.754+0.56 ¢

* Media 2 Desviacion estandar; n=5
alores de actividad enzimatica seguidos por letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05) de

acuerdo a la prueba de rango de Scheffé
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Figura 25. Influencia de la emperatura sobre 1 velocidad inicial en la reaccion de sintesis de L-DOPA
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Tabla 19. Influencia de la concentracidn de piruvatoe de sodio sobre la reaccion
de sintesis de L-DOPA catalizada por células de C. freundii con actividad TFL
inmovilizadas en k-carragenina.

Piruvato de sodio (M) Velocidad Inicial Actividad Enzimatica x 10*
+ SD x 10 +SDx 10
(mmoles/mLxh)® (mmoles/mgxh)*°
0.09 0.5206+1.90 80.713t3.42a
0.12 0.6032:2.83 93.519+4.90 b
0.15 0.7181+3.00 111.33+5.08 ¢
0.18 0.4093+2.12 63.457+2.46 d

¥ Media + Desviacitn estérdar: n=5
®Vaiores de actividad enzimatica seguidos por lelras distinias indican diferencias significativas (p<0.05) de
acuerdo a la prueba de rango de Schefie

Tabla 20. Influencia de la concentracion de acetato de amenio sobre [a reaccion
de sintesis de L-DOPA catalizada por células de C. freundii con actividad TFL
inmovilizadas en x-carragenina.

Acetato de amonio (M) Velacidad Inicial Actividad Enzimatica x 10°
+ SD x 107 +8D x 10°
~ (mmoles/mLxh)* (mmales/mgxh)®*
0.45 2.0367+4 .24 408.63+0.99 a
0.50 2.1696+0.94 428 91+0.17 b
0.60 2.213915.04 437671094 ¢
0.70 2.173646 .48 429.70+1.20 ¢

“Media + Desviacion estandar; n=5
®Valores de actividad enzimatica seguidos par lstras distinias indican diferencias significativas (p<0.05) de
acuerdo a la prueba de rango de Scheflé
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Figura 28, Influencia de la concentracion dc piruvato de 30dio sobre la velacidad wicsal en L2 reaccidn
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DISCUSION

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA SOBRE LA
REACCION DE SINTESIS DE L-DOPA CATALIZADA POR CELULAS
LIBRES DE C. freundi/ CON ACTIVIDAD TFL.

Como puede apreciarse en Tabla 6, la velocidad inicial aumenta
conforme se incrementa la temperatura, hasta alcanzar un maximo a los 30°C
para luego decrecer, Cabe mencionar, sin embargo, que a partir de 35%C los
valores no son confiables ya que en este punto comenzd a nofarse un
oscurecimiento de la mezcla reaccionante que iba desde un color verde cieno (a
35°C) hasta un negro (a 45°C); de acuerdo con esto consideramos que €n
estos puntos nuestro sustrato ha sido modificado, por lo que a temperaturas de
35°C en adelante tal vez ya no se realiza una sintesis del aminoacido. En la
Figura 6 se observa que la velocidad inicial maxima se alcanza a los 30°C,
aunque la prueba de comparacién de medias no mostr¢ diferencia entre los 25
y 30°C, por lo que consideramos que una temperatura entré estos dos valores
es adecuada para la reaccian.

A este respecto, Lloyd-George y Chang®® reportaron una temperatura
dptima de 27°C para la sintesis de L-DOPA utilizando tanto células libres como

inmovilizadas de Erwinia herbicola, aunque no sefialaron si se presentaron



problemas a temperaturas mayores. Sin embargo, ellos encontraron que
cuando la reaccion se llevaba a cabo en condiciones de oscuridad la produccion
del aminoacido era menor que bajo condiciones de luminosidad. Esto ultimo lo
explican suponiendo que bajo condiciones de luz, parte del sustrato (catecol) se
oxida y ello disminuye el efecta inhibitorio del mismo.

Por su parte, Foor et a/.*° realizaron [a sintesis de L-DOPA utilizanda
células de Escherichia coli en las cuales se ha clonado el gen para
tirosinfenoliasa de E herbicola. Estos investigadores obtuvieron buenos
resultados trabajando a 24°C. Enei y Yamada®, sin embargo, sefalaron que la
temperatura 6ptima para la sintesis de L-DOPA utilizando células de E.
herbicota estaba dentro del rango de 15-25°C. Para y Baratti’?, por su parte,
utilizaran celulas de Eschenchia intermedia y llevaron a cabo la reaccion a una
temperatura de 27°C y de 37°C, sin mencionar que pueda existir algun

problema, aunque su mejor produccion fue reportada a 27°C.

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL pH SOBRE LA REACCION DE SINTESIS
DE L-DOPA CATALIZADA POR CELULAS LIBRES DE C. freundii CON
ACTIVIDAD TFL.

En la Tabla 7 y en la Figura § se observa que tanto la velocidad inicial
coma la actividad enzimética se incrementaron conforme se incrementd el valor
de pH, hasta alcanzar un maximo muy notorio a pH de 7.5. A pH de 9.0
aparecié un ligerg incremento, el cual puede ser explicado por la coloracién que

la mezcla reaccionante adquirid por efecto, probablemente, de la oxidacion del
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catecol. A partir de este valor los resultados no son confiables ya que el sustrato
ha experimentado madificacidon y [a reaccion seguramente ya no se llevé a cabo
de manera éptima.

Lloyd-George y Chang® llevaron a cabo sus experimentos de sintesis de
L-DOPA con Erwinia herbicola a un pH de 8.0; Para y Baratti’” lo llevaron a
cabo con células de Escherichia intermedia a un pH de 8.5; para Enei y
Yamada?® el pH 6ptimo fue de alrededor de 8.0 (también con E. herbicola);
mientras que para Foor et al.*® la mejor sintesis se llevé a cabo a pH de 8.5
utilizando células de E. coli con el gen clonado de E. herdicola.

El efecto del pH sobre una enzima es debido a cambics en el estado de
ionizacién de los componentes del sistema conforme el pH cambia; tanto la
enzima libre como el sustrato y el complejo enzima-sustrato pueden
experimentar dichos cambios®®. Puesto que las enzimas son proteinas que
contienen muchos grupos ionizables, existen en un serie de diferentes estados
de ionizacidn, y la distribucién de la enzima tatal entre las diversas formas
ibnicas depende del pH y de las constantes de ionizacién de los diversos
grupos. Sin embargo, como [a actividad catalitica esta usualmente confinada a
un rango relativamente pequero de pH, es probable que sélo una de las formas
idnicas de la enzima (o més bien de su sitio activo) sea cataliticamente activo.
De hecho, existe evidencia de que la ionizacidn de los grupos en sitios de la
proteina alejados del sitio activo tienen un efecto pequefo o nulo, mientras que
el estado idnico de los grupos cercanos al sitio activo tiene un efecto grande®,

Ademds, Faleev et al* sefialaron que el patrén de dependencia del pH

de |los principales parametros cinéticos de las reacciones catalizadas por la TFL
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de Erwinia herbicola dependian de la naturaleza del sustituyente del anillo
aromatico. Estos autores serialaron que la reaccion de la TFL con DOPA difiere
de las reacciones ¢on ofrgs analogos estructurales de la tirosina porque
requiere de la formacidon de una base adicional, lo cual se reflejo en los perfiles

de pH.

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE CATECOL,
PIRUVATO DE SODIO Y ACETATO DE AMONIO SOBRE LA REACCION DE
SINTESIS DE L-DOPA CATALIZADA POR CELULAS LIBRES DE C. freundii
CON ACTIVIDAD TFL.

a) Catecol.

La primera parte de la curva de |a Figura 10 sigue una cinética de Michaelis-
Menten; para este rango de concentraciones se calculd una constante de
Michaelis aparente (Km app) de 0.023 M (Figura 12). La segunda parte de la
curva de esta figura muestra una cinética de inhibicidn por sustrato. A este
respecto, Para y Baratti’? sefialaron una actividad maxima a una concentracién
de catecal de 0.065 y encuentran que el proceso de sintesis se inhibe a una
concentracion cercana a 0.1 M, la Ky aparente calculada por estos
investigadores fue de 0.040 M trabajando con células de Eschernichia
intermedia. Por su parte, Voivodov ef al.'™ mencionaron que la actividad
tirosinfenoliasa de las células de Citrobacter freundif utilizadas en la sintesis de

L-DOPA se inhibe a concentracianes de catecol mayores a 0.1 M. Asimismo,
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Enei y Yamada®® mencionaron que concentraciones altas de catecol
desnaturalizan la enzima tirosinfencliasa, por lo que es recomendable afadir
poca a poco este sustrato; sin embargo, es interesante mencionar que, de
acuerdo con su conceptualizacién, para estos autores el proceso no es de
inhibicién, sino de inactivacién. Para Lioyd-George y Chang®, las
concentraciones bajas de catecol son deseables en la produccién de L-DCPA
ya que, si la concentracion es alta (>0.1 M), podria haber suficiente sustrato
para inhibir la reaccion.

En este estudio e! valor de K, obtenido (0.023 M) refleja una mayor
afinidad de la enzima por el sustrato, sin embargg, las condiciones de reaccion
probadas fueron diferentes respecto a otros estudios realizados por diversos

autores.

b) Piruvato de Sodio.

Como se abserva en la Figura 13, la primera parte de la grafica, como
ocurre con el estudio de la influencia de la concentracion de catecol, sigue una
cinética de Michaelis-Menten. A partir de esto se calculd una K, aparente de
0.063 M (Figura 15); Para y Barati’®, bajo diferentes condicianes de reaccion,
encuentran un valor de K, aparente de 0.11 M utilizando células de E.
intermedia. La grafica de la Figura 13 muestra que a concentraciones de
piruvato de sodic mayores de 0.15 M, los valores de actividad enzimatica
disminuyen drésticamente. A este respecto, Para y Baratti’> observan un

fen6menco similar, aunque su mejor concentracion es de 027 M, una
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concentracion que es 80% mayor que la maxima que folerd nuestra proceso sin
afectar negativamente a la reaccidn; para estos autores este efecto fue una
inhibicién por sustrato. Por su parte, Lioyd-George y Chang® mencionaron, en
concordancia con Enei ef al® que efectos de este tipo se deben a que la L-
DOPA y sl piruvato pueden reaccionar para formar compuestos adicionales, por
lo que la produccién neta del aminoacido puede verse afectada si la
concentracion de piruvato es atta y, por lo tanto, la presencia de remanente del
mismo es significativa.

Dada la concentracion tan alta, respecto a la utilizada por nosotros, a la
cual Para y Baratti” enconftraron su efecto inhibitorio, suponemos que en
nuestre caso no podemaos hablar de inhibicidon. Nuestros resultados se acercan
mas a lo sefialado por Lioyd-George y Chang®, ademas, no debe de olvidarse
que el piruvato es un metabolito activa porque es sustrato de otras reacciones
enzimaticas de la célula, asi coma también participa en reacciones no
enzimaticas. Desde esta perspectiva y 8 pesar de que nuestras c¢élulas en el
medio reaccionante se encuentran en un estado de baja actividad metabdlica,
pudiera acurnr que parte del piruvato se desviara hacia alguna actividad
metabdlica de mantenimiento celular o reaccionara secundariamente para

formar compuestos adicionales.

¢) Acetato de Amonio.

En la Figura 16 se observa el efecto de la concentracion de acetato de

amonio sobre |3 actividad enzimatica de |la reaccion de sintesis de L-DOPA. Los
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valores de velocidad inicial y actividad enzimatica se dan en la Tabla 10. Como
puede observarse los valores de velocidad inicial se incrementaron siguiendo
una cinética de Michaelis-Menten hasta alcanzar un maxime a una
concentracion de acetato de amonio de 0.6 M.

Para y Baratti’ realizaron también un estudio sobre la influencia de la
concentracion de acetato de amonio sobre la reaccidon de sintesis de L-DOPA,
aunque ellos trabajaron con células de Escherichia intermedia. Para estos
autores la concentracion optima fue de 0.55 M, y ademas ellos no reportaron
tampoco que a concentraciones mayores se presentaran fendomencs de
inhibicion. La Km aparente calculada por estos investigadores fue de 0.250 M,
mientras que a partir de nuestras datos calculamos un valor de Kn aparente de
0.30 M (Figura 18), trabajando a condiciones de reaccién diferente. Por su
parte, Lloyd-Gearge y Chang® utilizaron cloruro de amonio a una concentracion
de 0.80 M en su praceso de sintesis de L-DOPA, mientras que Faoor et af.>®
utilizaron una mezcla de 0.012 M de acetato de amonio y 0.33 M de claruro de
amonio. Finalmente, Enei y Yamada®® realizaron sus estudios utilizando una

concentracion de acetato de amonio de 0.64 M como optimo.

ESTUDIO DE LA |INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE
BIOCATALIZADOR SOBRE LA REACCION DE SINTESIS DE L-DOPA
CATALIZADA POR CELULAS LIBRES DE C. freundii CON ACTIVIDAD TFL.

En la Figura 19 se ohserva que no existe una relacion lineal entre la

cantidad de biocatalizador empleado y la actividad enzimética, es decir que a un
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aumento del doble de proteina total no correspondio un incremento proparcional
de la actividad enzimatica (ni de la velocidad inicial). Esto puede deberse a que
al aumentar la cantidad de enzima presente en el medio reaccionante se
presentd una disminucidn de la probabilidad de que los sitios activos sean
completamente ocupados al permanecer conslante la cantidad de sustrato. A
este respecto, Kupletskaya™ sefialé que el aumento en la cantidad de células
en la mezcla reaccionante de 5.0 a 7.5 mg/mL no incrementd de forma
significativa |a tasa de sintesis de L-tirosina utilizando células de C. freundii 62
como biocatalizador.

De nuestro estudio, se desprende que 3 mlL de suspension ceiular,
correspondiente aproximadamente a 1.6 mg de proteina celular por mililitro de
mezcla reaccionante, fue suficiente para oblener una maxima actividad
enzimatica. A este respecto, la prueba de Scheffe de comparacion de medias
mostré que no existian diferencias significativas entre el uso de 3y 4, 5 ¢ 6 mL

de suspensidn celular.

INMOVILIZACION DE LAS CELULAS DE C. freundii CON ACTIVIDAD TFL
EN GEL DE x-CARRAGENINA Y EN GEL DE ALCOHOL POLIVINILICO
(PVA).

Las células de C. freundii fueron inmovilizadas utilizando gel de «-
carragenina (Aldrich) o gel de PVA (Sigma; porcentaje de hidrolizacion 98-99%,

peso molecular promedio 124,000-186,000) a fin de determinar cual de los dos
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soportes era el mas adacuado para estefin. En las Figuras 21 y 22, se
cbserva que con ambos soportes se alcanzO de manera inicial un buen
porcentaje de inmovilizacidn, siendo ligeramente mayor para |la carragenina. No
obstante, se observé que conforme transcurre el tiempo, €l gel de carragenina
conservéd un buen parcentaje de inmovilizacion en tres de las concentraciones
probadas, mientras que el gel de PVA retuvo de manera deficiente a las células
en todas las concentraciones probadas. Cabe mencionar que tambien se probd
una concentracion de 2% para €l caso de carragenina, pero en este caso los
granulos se deshicieron al poco tiempo de estar en agitacion, por lo que no se
considero la determinacion de la concentracion de proteina en solucion.

De acuerdo con estos resultados, se decidid continuar esta investigacion

utilizando como sopaorte de inmovilizacion al gel de k-carragenina.

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE x-CARRAGENINA SOBRE LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS CELULAS DE C. freundii CON
ACTIVIDAD TFL EN LA REACCION DE SINTESIS DE L-DOPA.

Analizando los resultados mostradas en la Tabla 14 y la Figura 23, de
acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 21, detectamos que gran
parte de las células salieron del soporte al avanzar el tiempo de reaccion, por lo
que es mejor utilizar una concentracion de carragenina de 4%, aunque la

actividad sélo se conservd en un 81%, ya que a esta concentracion existe una
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buena retencién de |as células dentro del soporte durante el tiempo de reaccién
(Figura 21).

Las concentraciones de 5% y 6% mostraron menor retencidn de la
actividad enzimatica, siendo probable que esto se deba a una mayor
compactacion del tamafio de porg y, por lo tanto, un aumento en los problemas
de difusién del sustrato hacia el interior del soporte y/o del producto hacia el
exterior. A este respecto, Tysychnaya et al.'%? realizaron estudios reoldgicos
del gel de x-carragenina y estudios sobre su empleo para la inmavilizacion de
células de C. freundii 62, encontrando que una concentracién de 3.5% era las
mas recomendable para la inmovilizacion ya que al aumentar la concentracidon
se incrementaban tamtién [os problemas de difusion.

8588 realizd un estudio sabre la inmovilizacion de las células de C.

Ruelas
freundii en gel de x-carragenina para SU uso en la sintesis de L-tirosina,
encontrando que a cancentraciones de 4% y $% habia buena retencién de las
células dentro del soporte y que la actividad enzimatica TFL era mayar en el gel
al utilizar células inmovilizadas a una concentracion de $% de carragenina. Sin
embargo, el incrementa en la actividad enzimatica con 5% de carragenina fue

de sdlo 1.3%, por lo que no creemos que este aumenta justifique el emplea de

una mayor cantidad de carragenina en el proceso de inmovilizacion.
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INFLUENCIA DEL TAMANO DE GRANULO SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LAS CELULAS DE C. freundii CON ACTIVIDAD TFL EN LA
REACCION DE SINTESIS DE L-DOPA.

La Tabla 15 y la Figura 24 muestran la influencia del tamafio de granulo
sobre la actividad enzimética de las células de C. freundii en la sintesis de L-
DOPA.

1.9 realizaron su estudio sobre la inmovilizacién de C.

Tysychnaya et al
freundii 62 utilizanda un tamaric de grénulo de 1 mm”. Ruelas®™>® por su parte,
realizé un estudio sobre la influencia del tamafio de granulo en la sintesis de L-
tirosina utilizando células de C. freundii inmovilizadas en carragenina. Estos
autores encontraron que la actividad enzimatica era ligeramente mayar con un
granulo de 3 mm por lado, por lo que concluyeron que este €s el tamafio méas
recomendable de utilizar. Sin embargo, sus resultados mostraron que a ese
tamano de granulo se aument$ el tiempo de difusién del sustrato hacia el
interior de la celula , por lo que consideramos que deberian ser tomado con
cautela en el caso de una reaccidn relativamente méas larga como lo es el caso
de la sintesis de L-DOPA.

(borra et ar®

, por su parte, mencionaron (@ obtencién de buenocs
resultados al inmovilizar células de Rhodoccocus fascians en carragenina al 2%

y formando grénulos que tenlan en promedio 2 mm de diametro.
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ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA, EL pH Y LA
CONCENTRACION DE SUSTRATOS SOBRE LA REACCION DE SINTESIS
DE L-DOPA CATALIZAOA POR CELULAS DE C. freundii CON ACTIVIDAD

TFL INMOVILIZADAS EN GEL DE x-CARRAGENINA.

La tendencia en la variacion de las velocidades iniciales y las actividades
enzimaticas debida a cada uno de los factores estudiados al utilizar come
biocatalizadores las células de C. freundii inmovilizadas en carragenina, fue
similar a la obtenida con células libres, aunque hubo una disminucidn en los
valores calculados; no obstante, para ninguno de los parametros estudiados la
disminucion fue mayor al 20%. Esto pudo deberse a un incremento de los
problemas de difusién hacia el interior y hacia el exterior del soparte y, por
ende, del biocatalizador.

Para et al7"'™ realizaron estudios sobre sintesis de L-tirosina utilizando
células de E. coli con actividad TFL inmovilizadas en gel de poliacrilamida.
Estos autores encontraron que el efecto de la temperatura, del pH, y de la
cancentracion de sustratos (fenol, piruvato y amonio) era casi idéntico para las
células inmaovilizadas que para las libres, manteniéndase un 60% de |a actividad
enzimatica. En el estudio realizado por estos investigadores no se detectd
aumento en los problemas de difusion,

8586 realizé un estudio sobre la inmovilizacion de células de C.

Ruelas
freundii con actividad TFL en gel de x-carragenina, encontrando que la actividad

enzimatica se conservaba hasta en un 68%.
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Lloyd-George y Chang®, caracterizaron la conversion de fenal, piruvato y
amonio a L-lirosina, asi como la conversién de catecol, piruvato y amanio a L-
DOPA, utilizando como catalizador células de Envinia herbicola con actividad
TFL libres o inmovilizadas en microcépsulas de alginato-polilisina-alginato.
Estos autores encontraron que el efecto de (a temperatura sobre fa actividad
enzimatica en la sintesis de L-tirosina era idéntico tanto para células libres
como inmovilizadas, alcanzandose al final casi la misma productividad en la
conversion. Al comparar el porcentaje de conversién tanto para la reaccion de
sintesis de L-tirosina como para la de L-DOPA, estos investigadores
encontraron que no habia diferencia significativa entre |a utilizacion de células
libres ¢ (a utilizacidn de celulas inmavilizadas.

Voivodov et al.'®, por su parte, encontraron que la actividad enzimatica
TFL de células de Citrobacter freundii inmovilizadas en carragenina y utilizadas
para la sintesis de L-DCPA era mucho mayor y mas estable en las células
inmovilizadas que en las libres. Esto probablemente era debido a que el soporte
jugaba un papel de amortiguamiento del efecto de inhibicién que el catecol tiene
sobre |a tirosinfenoliasa.

Pialis et al.’® investigaron la produccién de L-DOPA por tirosinasa
inmovilizada scbre nylon 6,6 modificado guimicamente. Sus esludios
demostraron que esta enzima puede ser inmovilizada de manera efectiva en
nylon 6,6, siendo la producciéon de L-DOPA éptima cuando el tamafio de poro
es de 0.20 um y las membranas de nylon eran previamente activadas con 3-5%

de glutaraldehido. Un aspecto importante encontrado por estos autores relativo
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a la estabilidad del biocatalizador, fue la reduccidn en un 20% de su actividad
después de 14 dias de ser utilizado bajo condiciones de sintesis del
aminoacido.

Los resultados obtenidos en este estudio permitieron establecer que la
carragenina constituye un soporté adecuado para la inmovilizacion de las
celulas de C. freundii con miras a su utilizacion coma biocatalizadgres en la
sintesis de L-DOPA, ya que el porcentaje de inmovilizacion alcanzado, asi

coma [a retencion de la actividad enzimética, mostraron ser adecuados.
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CONCLUSIONES

1. La maxima actividad tirosinfenoliasa en la sintesis de L-DOPA utilizando
células libres de Citrobacter freundii como biocatalizador se obtuvo bajo las
siguientes condiciones de reaccion: temperatura de 30°C; pH de 7.5;
concentracion de catecol 0.075 M; concentracion de piruvato de sodio 0.15
M; concentracion de acetato de amenio 0.60 M; cantidad de biocatalizador
1.63 mg/mL de mezcla reaccionante. Bajo estas condiciones se obtuvo una
velocidad inicial maxima de 2.6047 mmoles/mLxh y una actividad enzimatica

maxima de 511.69 x 10 mmoles/mgxh.

2. Se calcularon valores de K, aparentes de 0.023 M, 0.063 My 0.30 M para
catecol, piruvato de sodio y acetato de amoni¢, respectivamente. Las
velocidades maximas calculadas para cada uno de los tres sustratos fueron
0.5363 mmoles/mLxh, 1.3549 mmoles/mlxh y 3.9928 mmoles/mLxh,

respectivamente.

3. Se observo que, bajo las condiciones estudiadas, el gel de carragenina tiene
una mayor capacidad de retencion de las ceélulas respecto al fiempo (hasta

un 86% a la mayor concentracion probada al cabo de 24 horas).



4. Las mejores condiciones de inmovilizacién de las células de C. freundii en
gel de carragenina se alcanzaron utilizando un concentracion de! soporte de

4%, con un tamario de granulo de 1 mm?~,

5. Las condiciones de reaccion de sintesis de L-DOPA utilizando como
biocatalizador células de C. froundii inmovilizadas en carragenina se
alcanzaron bajo las siguientes condiciones: temperatura 30°C; pH 7.5;
concentracion de catecol 0.075; concentracion de piruvato de sodio 0.15 M;
concentracion de acetato de amonio 0.60 M. Estas condiciones son las
mismas que para el empleo de células iibres, sin embarge, el tiempo de
reaccion se incrementd en 2 horas. Bajo estas condiciones de alcanz6 una
velocidad inicial maxima de 2.2 139 mmoles/mlLxh y una actividad enzimética

maxima de 437.67 x10™* mmoles/mgxh.
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