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Resumen

Con el objetivo de disefiar un biocatalizador para la reduccion del contenido en L-Fenilalanina con
aplicacién a la produccidn de férmulas para pacientes con Fenilcetonuria, PAL fue obtenida a partir de
Rhodosporidium toruloides NBRC 0559. Luego, PAL fue recuperada, purificada, inmovilizada por
encapsulacién en membranas semipermeables y empleada en: a) reactor de columna con recirculacién y
b) reactor tipo tanque agitado. La bioconversion se monitored espectrofotométricamente (DO,q0)
siguiendo la produccion de acido t-cinamico. La enzima obtenida evidencié una elevada actividad
enzimatica, gran afinidad por el sustrato y una temperatura éptima de ~ 43°C. En cuanto al empleo de
PAL inmovilizada, la utilizacién de un reactor tipo tanque agitado resultd optima para la reduccién de L-
fenilalanina dado el efecto de la agitacidn en la reduccion del espesor de la pelicula estanca adyacente a
la membrana. El factor mas influyente en la velocidad de reaccién fue el espesor de membrana,
alcanzando de este modo la eliminacion completa de una soluciéon 0,1 mM de L-Fenilalanina en 6 h. En
conclusién, PAL inmovilizada por encapsulacién en membranas celulésicas es un método viable para la
reduccién del contenido de L-Fenilalanina en soluciones diluidas. Este método podria extrapolarse a
sustratos mas complejos como lo son hidrolizados proteicos.

Abstract

For the design of a biocatalyst capable of reducing the L-Phenylalanine content to produce formulas for
Phenylketonuria patients, PAL was obtained from Rhodosporidium toruloides NBRC 0559. PAL was
produced, recovered from the culture medium, purified, immobilized by encapsulation in
semipermeable membranes and used in: a) column reactor with recirculation and b) stirring tank
reactor. The bioconversion was spectrophotometrically monitored (OD,q) by t-cinnamic acid
production. PAL demonstrated to have high activity and affinity for L-Phenylalanine, with an optimal
temperature of ~ 43°C. In relation to PAL utilization, the stirring tank reactor was the most appropriate
system for bioconversion because of agitation effect in the diffusion of substrate and products to the
membrane. In addition, membrane wall thickness was a key factor in bioconversion rate, reaching the
complete removal of 0,1 mM L-Phenylalanine in 6 h. These results indicate that purified PAL immobilized
by encapsulation in semipermeable membranes can be applied for the reduction of L-Phenylalanine
content in diluted solutions. It could be potentially used with protein hydrolysates as a model substrate
in the development of low L-Phenylalanine foodstuff.
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Introduccion

La enzima L-Fenilalanina amonio liasa (PAL, EC
4.3.1.25) cataliza la desaminacion de L-Fenilalanina (L-
Phe) y de L-Tirosina (L-Tyr) produciendo 4&cido t-
cindmico (t-CA) y acido p-cumarico, respectivamente
(Fig. 1) (KEGG, 2015). PAL se encuentra ampliamente
distribuida en la naturaleza, principalmente en plantas
superiores 'y microorganismos. En las plantas
superiores, PAL es la enzima clave en la ruta de los
fenilpropanoides (Kong, 2015) mientras que en
microorganismos  tiene un rol catabdlico,
permitiéndoles emplear a la L-Phe como fuente de
carbono y de nitrogeno (Ogata et al., 1967). Entre los
microorganismos, la  levadura  Rhodosporidium
toruloides es uno de los mas empleados para la
sintesis de PAL, debido a su elevada actividad (Ogata
et al., 1967) y a su versatilidad nutricional (NCYC,
2015). PAL es una de las pocas enzimas no hidroliticas
que ha sido extensamente estudiada para su
aplicacién industrial (MacDonald et al., 2007). Por un
lado, la reaccion inversa de PAL se ha utilizado en la
produccion de L-Phe para su uso tanto en la industria
farmacéutica para la formulacién de suplementos
dietéticos como en la industria alimenticia para la
produccion del edulcorante aspartamo (Cui et al.,
2014). Por otro lado, la reaccidon de desaminacion de L-
Phe tiene gran interés en el campo de la Medicina por
su aplicacién para la deteccion (Borrajo et al., 2016;
Wang et al., 2006) y el tratamiento de la fenilcetonuria
(Longo et al., 2014).

La Fenilcetonuria (PKU) y en su versién mas leve las
hiperfenilalaninemias  (HPA), son  desordenes
metabdlicos congénitos caracterizados por la
alteracién en el metabolismo de la L-Phe debido a la
deficiencia total o parcial de la enzima L-Fenilalanina
hidroxilasa (PAH; EC 1.14.16.1). Como consecuencia de
esta deficiencia, la L-Phe se acumula en el torrente
sanguineo ocasionando graves trastornos cognitivos y
microcefalia (Devlin, 1997). En las ultimas décadas, se
han desarrollado pruebas clinicas para detectar
tempranamente a la enfermedad; sin embargo, no
existe hasta la fecha un tratamiento efectivo mas alla
de la limitacién del consumo de alimentos proteicos
gue contengan L-Phe en su composicidn. Esto implica
que los pacientes, dependiendo de la severidad de la
enfermedad, deben seguir una estricta dieta, baja en
proteinas (Cleary, 2015). Debido a la importancia del
consumo de proteinas para el desarrollo, los pacientes
con PKU deben suplir la deficiencia en aminoacidos
esenciales mediante la ingesta de fdérmulas
consistentes en una mezcla de aminodcidos sintéticos
con escaso o nulo contenido de L-Phe vy
eventualmente suplementados con un exceso de L-Tyr
(Vockley et al., 2013). Estas formulas y algunos
tratamientos alternativos no estdn disponibles en la
mayoria de los paises subdesarrollados o en vias
desarrollo, y en aquellos donde lo estan, tienen costos

muy elevados, perjudicando seriamente la economia
familiar de los pacientes (Cleary, 2015; Soltanizadeh et
al., 2014).
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Fig. 1. Reacciones catalizadas por L-Fenilalanina amonio
liasa de Rhodosporidium toruloides NBRC 0559.

En Argentina, la incidencia de PKU y HPA es de
1:28.239 y 1: 24.260, respectivamente (Borrajo, 2012).
Entre las empresas farmacéuticas mas importantes
gue comercializan férmulas para pacientes con PKU en
nuestro pais se encuentran Nutricia Bago y B’life.
Ambas cuentan con una serie de productos
especialmente formulados, los cuales se fabrican en el
exterior y, en el mejor de los casos, se fraccionan
localmente y comercializan en nuestro pais. La escasa
o nula produccion nacional de férmulas o sustitutos,
sumado a los elevados costos de las mismas,
requieren el abordaje de soluciones mds priacticas,
econdmicas y facilmente aplicables en las industrias
locales.

Nuestro grupo de trabajo ha trabajado en los ultimos
afios en el disefio de biocatalizadores consistentes en
PAL de R. toruloides NBRC 0559 para su empleo en la
reducciéon del contenido de L-Phe de hidrolizados
proteicos y su potencial uso como alternativa a las
formulas sintéticas. En estudios previos (Castafieda et
al.,, 2015), se desarroll6 un extracto enzimatico
enriquecido en PAL y se determinaron las condiciones
Optimas de tratamiento para la reduccién de L-Phe en
sustratos proteicos modelo. Si bien se alcanzaron muy
buenos resultados a escala laboratorio, su empleo a
nivel industrial requiere de biocatalizadores altamente
activos, estables en condiciones de reaccidn,
facilmente recuperables y reutilizables, y adaptables a
diferentes configuraciones de reactores. En muchos
procesos industriales, la utilizacién de enzimas ha sido
posible gracias a su inmovilizacion, permitiendo
alcanzar los objetivos anteriores y logrando que el
proceso biotecnolégico sea econdmicamente rentable
(Arroyo, 1998). La inmovilizaciéon implica confinar o
localizar el biocatalizador en una regién definida del
espacio, con retencién de su actividad catalitica y, si es
necesario, de su viabilidad, para poder utilizarlo de
modo repetido y continuo (Aehle (Ed.), 2006). Aun
cuando hay gran cantidad de protocolos de
inmovilizacion, la aplicacion de biocatalizadores
inmovilizados a escala industrial requiere de métodos



simples y robustos. Algunos de los métodos mas
empleados son métodos fisicos de inmovilizacién en
los cuales no hay interaccidn quimica entre la enzima y
el soporte. Dentro de estos métodos se encuentra la
encapsulaciéon de enzimas en la cual la enzima se
retiene dentro de una membrana semipermeable que
permite el pasaje de sustratos y productos a través de
esta (lllanes et al., 2008). Esta tecnologia es aplicada
en el disefio de reactores de fibra hueca, los cuales
han sido previamente estudiados para la disminucién
de niveles de L-Phe en sangre como posible
tratamiento de PKU (Ambrus et al., 1987; Larue et al.,
1986).

El objetivo de este trabajo fue producir, caracterizar e
inmovilizar un biocatalizador consistente en PAL de R.
toruloides, para su aplicacion en la reduccién del
contenido de L-Phe en vista a su potencial empleo en
la produccién de sustitutos alimenticios para pacientes
con PKU y HPA.

Desarrollo

Cepa microbiana y Materiales

La cepa R. toruloides NBRC 0559, obtenida del
Institute for Fermentation Osaka, fue mantenida en
agar inclinado (Adachi et al., 1990). Los reactivos: L-
Phe, t-CA, tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris) fueron
obtenidos de Wako Pure Chemicals Co. (Osaka, Japdn)
mientras que el dacido etilendiaminotetraacético
(EDTA) fue adquirido de Dojindo Molecular
Technologies Inc. (Kumamoto, Japon). Finalmente, las
membranas de celulosa para dialisis (UC 8-32-25 y UC
20-32-100) fueron productos de Eidia Co., Ltd. (Tokio,
Japodn).

Cultivo de R. toruloides

La levadura R. toruloides fue cultivada en el medio de
cultivo para induccién de PAL reportado por Yamada
et al. (1981). Este medio contiene (por litro): 10 g de
extracto de levadura, 10 g de peptona, 5 g NaCl, 0,5 g
L-Phe, y 5 g L-isoleucina (pH 6,0). La fermentacion se
llevd a cabo en cultivo sumergido en erlenmeyers de 3
litros conteniendo 600 ml de medio de cultivo. Se
inoculd con células frescas (de no mas de una semana)
a razén de 1,5 10’ UFC/ml. Los erlenmeyers se
incubaron en shaker rotatorio a 200 rpm y 30°C. Al
cabo de 24 h las células fueron cosechadas mediante
centrifugacién (4.000 rpm, 5 min, 5°C), lavadas con
solucién fisiolégica y centrifugadas nuevamente para
colectar el pellet de levaduras. El pellet obtenido se
almacend a -20°C hasta su utilizacion.

Purificacion de PAL

La PAL fue purificada mediante protocolo de Adachi et
al. (1990), con algunas modificaciones. El primer paso
del protocolo consistio en la disrupcion celular dada la
naturaleza intracelular de la enzima. Esta se llevé a
cabo mediante dos pasajes por una prensa francesa

con posterior eliminacién de restos celulares mediante
centrifugacion (10.000 g, 30 min). Seguidamente, se
prosiguio con un tratamiento térmico a 50°C por 5 min
con agitacion constante, luego de lo cual se
sumergieron los tubos en un bafio de agua/hielo. Esta
etapa tuvo como finalidad desnaturalizar algunas
proteinas de baja estabilidad térmica y con ello
eliminar gran cantidad de proteinas contaminantes. El
precipitado se eliminé por centrifugacion (10.000 rpm,
20 min). El siguiente paso consisti6 en una
cromatografia de intercambio idnico con DEAE-
celulosa equilibrada con buffer Tris-HCI (10 mM, pH 8).
Las fracciones conteniendo PAL se eluyeron a 0,2 M de
KCl. Las fracciones obtenidas se concentraron por
precipitacion empleando sulfato de amonio al 70% de
saturacion y luego se disolvieron en buffer fosfato de
potasio (KPB, 5 mM, pH 7,5). Seguidamente, la
muestra se dializé por 8 h en condiciones de
refrigeracion. La solucidn dializada se inyecté en una
columna de hidroxiapatita y se eluyé con 50 mM de
KPB (pH 7,4). Luego, se concentré nuevamente con
sulfato de amonio al 80% y se dializ6. A continuacion,
la soluciéon enzimatica se inyectd en una columna
Sephadex G-200 y se eluyé con KPB (50 mM, pH 7,5).
Las fracciones fueron nuevamente sometidas a didlisis.
Finalmente, la enzima obtenida a partir de este
protocolo se liofilizé y se almacend a -80°C hasta su
uso. Para su empleo, la PAL liofilizada (0,18 U/mg) se
reconstituyd en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH 8,5, 1 mM
EDTA), a razén de 128 mg/ml. Esta solucién se
mantuvo refrigerada hasta su uso.

Determinacion de actividad PAL

La actividad enzimdtica de PAL se determind por el
método modificado de Ogata et al., 1967. La mezcla
de reaccion contenia 2,5 mM L-Phe, 25 mM buffer Tris
(pH 8,5, 1 mM de EDTA), y la solucion enzimatica. La
reaccion fue iniciada con el agregado de PAL y se
monitored la formacion de t-CA
espectrofotométricamente a 290 nm vy 25°C,
utilizando su correspondiente coeficiente de extincidon
molar. Una unidad de PAL es definida como la
cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1
pmol de t-CA por minuto en las anteriores condiciones
de reaccién.

Caracterizacion de PAL purificada

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



Por otro lado, PAL se caracterizd cinéticamente con la
finalidad de determinar si la enzima seguia una
cinética del tipo Michaelis-Menten. Para ello, se
emplearon concentraciones crecientes de L-Phe (0 a 5
mM) en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH 8,5) y se le adicioné
PAL en una concentracién de 10,3 mU/ml en la mezcla
de reaccion. Se determind la velocidad inicial de
reaccion mediante la pendiente de la recta de
formacién de t-CA, la cual se calculéd a partir de la
cinética registrada espectrofotométricamente a 290
nm para cada concentracién. Para la determinacion de
los parametros cinéticos (Vmex Y Kn) se empled el
método de linealizacién de Lineweaver-Burk.
Finalmente, la temperatura éptima de PAL purificada
se determind por incubacién de la solucion de 1 mM
de L-Phe en Tris-HCI (0,1 M, pH 8,5, 5 mM EDTA) con
PAL en concentracion final de 206 mU/ml, a diferentes
temperaturas (20 a 70°C) por el término de 2 h. Luego,
las muestras se sumergieron en un bafio de hielo, se
centrifugaron (10.000 rpm, 20 min) y se midié el t-CA
formado por espectrofotometria a 290 nm.

Inmovilizacion por encapsulacion de PAL

La PAL purificada fue inmovilizada en tubos de dialisis
constituidos por membranas de celulosa Viskase
Corp., UC 8-32-25 vy alternativamente UC 20-32-100
con un espesor de 0,0508 mm y 0,0203 mm,
respectivamente. La enzima encapsulada dentro de la
membrana semipermeable se mantuvo en condiciones
de refrigeracidn en buffer hasta su utilizacion.

La PAL encapsulada en membranas de 0,0508 mm fue
utilizada en dos tipos de reactores: (a) Reactor de
columna, (b) Reactor tipo tanque agitado.

Para el caso (a), la PAL encapsulada fue colocada en
una columna (17 mm x 120 mm) en contacto con una
solucién de 1 mM de L-Phe en buffer Tris-HCI (0,1 M,
pH 8,5, 5 mM EDTA). Se emplearon para este fin 100
pul de la enzima pura (~2 U totales). La solucién
conteniendo el sustrato (30 ml) fue recirculada
mediante una bomba peristaltica con un flujo de 1,3
ml/min. La cinética de reaccidbn se monitored
espectrofotométricamente (DO,q) Y Se correlacioné la
produccion de t-CA con la reduccion de L-Phe.

Por otro lado, para el caso (b), PAL encapsulada fue
colocada en un recipiente (50-100 ml de capacidad)
con agitacion magnética en contacto con la mezcla de
reaccion, simulando un reactor tipo tanque agitado.
Para este sistema se estudiaron dos variables. Por un
lado, se evalué la influencia del espesor de la
membrana en la difusién del sustrato y producto a
través de la membrana.
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Fig. 2 Influencia de la concentracion de PAL en la velocidad
inicial. Sustrato: 2,5 mM de L-Phe en buffer Tris-HCl (0,1 M,
pH 8,5) y temperatura de reaccion: 30°C.
Correlacién: y = 9.10-4 x, R® = 0,9823

Para ello, se compard en simultaneo las membranas
UC 8-32-25 y UC 20-32-100. Luego, un volumen de 100
uL (~ 2 U totales) de PAL fue incluido en cada
membrana y se colocaron en 10 ml de mezcla de
reaccion consistente en una solucién de 0,1 mM L-Phe
en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH 8,5, 5 mM EDTA). La
biotransformacién se llevé a cabo a 30°C y se tomé
muestra cada 20 min para registrar la cinética de
reaccion. Al igual que en el ensayo anterior, la
cuantificacion del t-CA formado se llevé a cabo
mediante la determinacion de DO,q Y se correlacioné
su produccién con la disminucién del contenido de L-
Phe. Otra variable estudiada en este sistema fue la
cantidad de enzima inmovilizada en la membrana. Con
esto se desea determinar si se puede hallar una
mejora del proceso mediante el aumento de Ia
cantidad de biocatalizador. Con este fin, se colocaron
diferentes volimenes de PAL para alcanzar actividad
total de ~ 2

Uy 6 U. Las membranas (0,0203 mm de espesor)
conteniendo la enzima en diferente proporcién, se
incubaron en contacto con 10 ml de una solucién 0,1
mM de L-Phe en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH 8,5, 5 mM
EDTA), a 25°C. Se tomaron muestras periddicamente y
se analizaron midiendo DO,q, de la misma forma
descripta anteriormente.

Resultados y Discusion

Caracterizacion de la PAL purificada

La PAL purificada fue caracterizada para determinar
los principales pardmetros cinéticos y tecnoldgicos
para su empleo como biocatalizador en la reduccién
de L-Phe. En primer lugar, se determind la influencia
de la concentracion del biocatalizador en la velocidad
inicial de reaccion. En la Fig. 2 podemos ver que el
incremento en la concentracién de PAL origind un
aumento proporcional de la velocidad de reaccion.
Esta relacion implicaria por ejemplo que para lograr la
bioconversion completa equivalente a 3 h de una



soluciéon 2,5 umol de L-Phe se requiere una v = 0,0139
pmol/min de t-CA. Si la reaccién transcurriera a
velocidad inicial, bastarian con 15,4 mU de PAL por ml
de solucion, lo cual equivale a 0,67 pl de la enzima
pura o bien 33,5ul de una dilucién 1/50 de la misma.
En conclusién, la enzima tiene una elevada actividad lo
gue resulta un requisito fundamental teniendo en
cuenta los costos de su produccién y purificacién.
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Fig. 3. Cinética de PAL purificada. Diferentes
concentraciones de L-Phe en Tris-HCl (0,1 M, pH 8,5)
fueron tratadas con 10,3 mU/ml de PAL a 30 C.

En lo que respecta a la cinética de PAL purificada,
como puede observarse en la Fig. 3, esta resulté una
cinética del tipo Michaelis-Menten. Estos resultados
condicen con observaciones previamente reportadas
(Adachi et al.,, 1990; MacDonald et al., 2007). La
determinacién de los parametros cinéticos se llevo a
cabo mediante la linealizaciéon de Lineweaver-Burk,
obteniéndose una v, de 0,011 mM/min y un K, de
0,23 mM. Este ultimo valor esta por debajo de los
valores previamente reportados para la PAL pura de
Rhodosporidium toruloides y Rhodotorula glutinis, los
cuales fueron de 0,29 y 0,25, respectivamente (Adachi
et al.,, 1990; MacDonald et al., 2007). Esto indicaria
una mayor afinidad de nuestra enzima por L-Phe. Sin
embargo, este valor resulta orientativo, ya que
depende de las condiciones ensayadas.

Finalmente, se sabe a partir de estudios previos que
PAL es estable hasta temperaturas de 50°C por 10 min
(MacDonald et al., 2007). De hecho, ésta es una de las
propiedades que se utiliza ventajosamente para su
purificacién. Sin embargo, hay muy poca informacién
acerca de su temperatura éptima de reaccion. Este
parametro tecnoldgico es muy importante ya que el
incremento de la temperatura aumenta
considerablemente la velocidad de la reaccidn; sin
embargo, por encima de cierta temperatura la enzima
puede ser afectada e incluso inactivada por
desnaturalizaciéon. En la Fig. 4 puede observarse un
leve incremento de la produccién de t-CA con la
temperatura hasta los ~ 43°C para luego disminuir
abruptamente a partir de los 50°C. Estos resultados

estan en concordancia con datos recientemente
publicados para PAL de Rhodotorula glutinis
(MacDonald et al.,, 2016; Barron et al., 2017). Aun
cuando la temperatura éptima resulto ser de 43°C, no
se observan mejoras considerables (~8% de
incremento) respecto de trabajar a 30°C (temperatura
empleada usualmente para la biocatdlisis de PAL).
Estos resultados, sumado al ahorro del gasto
energético necesario para calefaccionar el biorreactor
y el estricto control necesario para evitar que la
temperatura se eleve por encima de esos valores y se
inactive la enzima, derivaron en la decisidn de trabajar
a 30°C en los ensayos posteriores.
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Fig. 4. Temperatura éptima para PAL pura. 1 mM de L-
Phe en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH 8,5, 5 mM EDTA) se
traté con 206 mU/ml de PAL durante 2 h.

Bioconversion de L-Phe en columna con recirculacion
empleando PAL encapsulada en membranas.

La PAL pura encapsulada en membranas celulésicas se
empled en un biorreactor tipo columna con
recirculacion. Del analisis de la cinética de reaccidon
(Fig. 5) podemos ver que hubo un retardo al principio
de la reaccion. Luego, la cinética de reduccion de L-
Phe fue practicamente lineal hasta las 4 h, cuando la
velocidad de reaccion comenzé a decrecer.
Finalmente, tras 6 h de proceso menos del 20% del
contenido inicial de L-Phe fue eliminado. En el caso
hipotético que la reaccién hubiese transcurrido a
velocidad inicial, la enzima libre en las cantidades
utilizadas deberia producir la completa
biotransformacién de toda la L-Phe contenida en la
mezcla de reaccidén en aproximadamente 15 min. Los
tiempos se incrementaron en estos casos porque la
velocidad disminuyé en el transcurso de la reaccion
probablemente por la incorporacién de una barrera de
difusion hacia la enzima constituida por la membrana
en la cual estd encapsulada. Como se menciond
anteriormente, mas del 80% de la L-Phe permanecio
en la solucién. El incremento en el tiempo de reaccién
no es una opcién factible en este caso particular, ya



gue se trata de uno de los pardmetros que se desea
optimizar.
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Fig. 5. Reduccidn de L-Phe con PAL inmovilizada en un
reactor tipo columna. 30 ml de una solucion 1 mM de L-
Phe se tratd con 100 ul (~2 U totales) de PAL
encapsulada en membrana de 0,0508 mm de espesor.

Adicionalmente, como puede apreciarse en la Fig. 5, la
velocidad de reaccion decrecid entre las 4 y 6 h de
reaccion, con lo cual el incremento de tiempo no se
traducira en mejoras considerables.

A partir de estos resultados, podemos inferir que
existen factores independientes a la enzima que estan
ocasionando una reduccién de la velocidad de
reaccion. Estos factores pueden tratarse de barreras
difusionales tanto externas a la membrana como
propias de las mismas. Luego de realizar numerosas
pruebas llegamos a la conclusiéon de que la agitacion
del sistema no era suficiente para asegurar la correcta
difusion del sustrato y del producto hacia y desde la
membrana. La agitacidén en un biorreactor de columna
esta restringida al pequefio flujo de la mezcla de
reaccion, con lo cual ésta es una mejora que puede
incorporarse al sistema empleando otro tipo de
biorreactor que permita una buena agitacion. En
general, el sistema en columna no logré resultados
satisfactorios.

Bioconversion de L-Phe en tanque agitado empleando
PAL encapsulada en membranas.

Para estudiar los problemas observados en el reactor
de columna, se simuld un reactor tanque agitado
mediante la incorporacion de la enzima encapsulada
en membranas en la mezcla de reaccidn contenida en
un vaso de precipitado con agitacion magnética. La
concentracion de L-Phe en la muestra se disminuyd 10
veces para facilitar la bioconversion en un tiempo
razonable. A partir de este sistema se estudiaron dos
variables: el espesor de la membrana y la cantidad de
enzima encapsulada en la misma.

En lo que respecta a la primera variable, se evaluaron
dos membranas de diferente espesor (0,0508 mm vy

0,0203 mm). Las cinéticas obtenidas se muestran en la
Fig. 6. La cinética de reacciéon para la membrana de
mayor espesor resultd, en esta oportunidad, lineal.
Esta mejora respecto a la cinética en columna (Fig. 5)
se atribuye a la agitacion del sistema, la cual
probablemente disminuyé el espesor de la pelicula
estanca alrededor de la membrana y, con ello, la
resistencia de difusion hacia y desde la membrana. En
lo que respecta al espesor de la membrana, el uso de
una membrana de menor espesor se tradujo en un
incremento considerable de la velocidad inicial de
reaccion. Luego de unas horas, esta velocidad se
desaceler6 debido a la disminucién de las
concentraciones de L-Phe en la mezcla de reaccion.
Con la membrana original (0,0508 mm de espesor), se
pudo reducir alrededor del 46% del valor original de L-
Phe luego de 6 h de reaccion.
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Fig. 6. Efecto del espesor de membrana en la reduccion
de L-Phe empleando PAL inmovilizada en un reactor tipo
tanque agitado. 10 ml de una solucién 0,1 mM de L-Phe
se tratd con 100 ul (~2U totales) de PAL encapsuladas

Debido a que la cinética fue lineal, esta reduccion
pudo ser mayor si se aumentaba el tiempo. Por otro
lado, con la membrana de menor espesor se logré la
reduccién del 100% del contenido de L-Phe en 6 h. La
mejora alcanzada evidencia el efecto del espesor de la
membrana como barrera difusional.

Por otro lado, se determind la influencia de la relacion
enzima/sustrato en la velocidad de reaccion,
aumentando en 3 veces la cantidad original de enzima
incluida en la membrana (de ~2 a 6 U). El incremento
de la cantidad de PAL encapsulada en la membrana no
logr6 mejoras substanciales en la cinética de PAL
inmovilizada (datos no mostrados). Este dato es
importante considerando el costo que significaria
triplicar la produccién de la enzima pura.

En resumen, la enzima pura inmovilizada por
encapsulacion en membranas celuldsicas es un
método factible para la reduccidn de soluciones
diluidas de L-Phe, del orden de 0,1 mM. Las barreras
difusionales externas a la membrana se pudieron



reducir mediante el uso de un reactor tipo tanque
agitado. Se presume que dicha mejora se debid al
incremento en la agitacion. Finalmente, en lo que
respecta a la barrera difusional constituida por la
membrana, la cinética de PAL se incrementd
notablemente reduciendo, a mds de la mitad, el
espesor de la membrana. Una vez que se
disminuyeron los problemas difusivos, se encontré
qgue el incremento en 3 veces de la concentracién de
PAL no logré mejoras substanciales.

Conclusiones

PAL purificada presenta propiedades cinéticas y
tecnoldgicas interesantes para su uso a escala
industrial. Entre ellas podemos nombrar una elevada
actividad enzimatica, buena afinidad por el sustrato
(ligeramente superior a las reportadas previamente),
no sufre inhibicion por altas concentraciones de
sustrato ya que sigue una cinética tipo Michaelis-
Menten, y puede trabajar a un amplio rango de
temperaturas con una elevada actividad enzimatica. El
método de inmovilizacién ensayado resultd simple,
econdémico, reutilizable, inocuo pensando en su
aplicaciéon en un producto alimenticio y, al tratarse de
un método fisico, no afecta la estabilidad de la enzima.
Se lograron mejoras sustanciales al trabajar con
membranas de bajo espesor y empleando
biorreactores con agitacion, alcanzando la disminucién
total de L-Phe en soluciones diluidas en tiempos de
proceso razonables. Estos resultados sirven como base
para el disefio de biorreactores tipo fibra hueca.

Por otro lado, dado que la purificacion total de la
enzima es un proceso muy costoso y que el objetivo
final de nuestro grupo de trabajo es desarrollar
formulas de origen natural libres de L-Phe econdmicas,
resulta indispensable continuar indagando en
métodos alternativos de obtencidn e inmovilizacidn de
PAL.
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