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RESUMEN

DESARROLLO DE LA ACTIVIDAD ASPARTATOAMONIACOLIASA EN
CELULAS DE MICROORGANISMOS PARA LA SINTESIS DEL AMINOACIDO

L-ASPARTICO

El presente trabajo constituye una contribucion basica al desarrollo de biocatalizadores
fundamentados en células de microorganismos en reposo, para la obtencién de aminoacidos.
Para ello. se realizé el aislamiento, seleccién e identificacién de cepas microbianas en las
cudles se indujo por métodos fisiolégicos, la sobreproducciéon de la enzima intracelular
aspartatoamoniacoliasa o aspartasa, la cudl cataliza la formacién del acido L-aspartico a partir
de acido fumarico e hidroxido de amonio. Se establecieron las condiciones 6ptimas de cultivo
bajo las cuiles. los biocatalizadores obtenidos presentaron los valores mas altos de actividad
enzimatica aspartasa. Se estudiaron diferentes medios para la propagacion de las cé€lulas
microbianas, se investigo el efecto de cada uno de los componentes del medio liquido sobre la
expresion de la actividad enzimética aspartasa estudiando cada componente a diferentes
concentraciones. Se logré definir el tiempo de incubacién bajo el cudl, los biocatalizadores
expresan en forma maxima la actividad enzimadtica de interés; asimismo, se establecid la
concentracion optima de plasmolizador (tolueno), el cual es utilizado en esta reacciéon para
aumentar la permeabilidad de la membrana y facilitar el transporte de los sustratos y
productos de la reaccidn sin que haya una lisis total de las células microbianas. Ademas, se
determind la actividad metabolica de las células microbianas utilizando un antibiético, el

cloramfenicol, tanto durante el crecimiento celular como en el proceso de biotransformacion



en si. Todos los experimentos se realizaron en reactores tipo batch; el curso de la reaccion en
el tiempo, fue monitoreado por el cambio en la concentracién del sustrato mediante
espectrofotometria.

La realizacion de esta investigacion, nos permitié obtener dos cepas bacterianas con alta
actividad enzimatica aspartatoamoniacoliasa: Bacillus cereus (510 U) y Enterobacter cloacae
(600 U) con tiempos 6ptimos de incubacion de 6 h y 12 h respectivamente,

Es importante mencionar que algunos resultados del presente trabajo de investigacion
fueron evaluados y expuestos en el VII Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria y
II Simposio Internacional de Ingenieria de Bioprocesos. Ademas se aceptd para su publicacién
el articulo “*Optimization of aspartateammonia lyase production by Bacillus cereus” en el

Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology (USA).



INTRODUCCION

ANTECEDENTES.

Los descubrimientos cientificos de los altimos veinte afios, han permitido al hombre tener un
entendimiento mas profundo y creciente de la materia viva, lo cuil ha originado la
oportunidad de imaginar y generar nuevos usos de estos conocimientos para mejorar la
calidad de vida, aumentar la salud piiblica y contribuir al crecimiento econémico.

Es un hecho indiscutible que en los tiempos modemos, la contaminacion del medio
ambiente originada principalmente por las metodologias tradicionales de obtencion de
diversos productos, el alto costo de estos y el agotamiento de los recursos naturales, han
obligado al hombre a buscar en la propia naturaleza los cambios y mecanismos que rigen las
wansformaciones bioldgicas. En relacion con esto, ha enfocado su interés en procesos en los
cuales se utiliza la actividad vital de los organismos, principalmente los microorganismos,
encontrando nuevas estrategias de sobreproduccion mediante la regulacién y control de rutas
metabolicas microbianas, usando las herramientas que proporcionan la biologia celular y
molecular modernas y desarrollando procesos biocataliticos y biotanformaciones
microbianas mas que procesos relacionados con la catalisis quimica convencional.
Indudablemente, esta es una drea muy actual que se espera tenga un gran impacto sobre el
desarrollo tecnolégico para la obtencion de diferentes productos'e'.

La biocatilisis comprende las transformaciones efectuadas por las enzimas estereo- y
sustrato especificas, que desde un punto de vista catalitico, son muy superiores a los
catalizadores quimicos ordinarios. Actualmente, las enzimas son obtenidas principalmente de
células microbianas de las que pueden ser aisladas y purificadas o permanecer en su interior,

de tal manera que la célula completa puede ser utilizada como wun sistema



biocatalitico'68'-156-1% Ruban et.al.1968). Estos biocatalizadores pueden emplearse ya sea en
forma nativa o inmovilizada en soportes o matrices de diferente naturaleza'. Lo anterior ha
impulsado el desarrollo de la ingenieria enzimitica que es un pilar fundamental del
conocimiento de la biotecnologia en general, la cuil se ha consolidado con el desarrollo de
nuevos tipos de catalizadores que se distinguen por su alta actividad, especificidad y
estabilidad. Esto ha traido consigo el fortalecimiento de la catalisis heterogénea, asi como
también a los procesos de flujo continuo que facilitan la separacién del producto terminado.

La utilizacién de los microorganismos en calidad de sistemas multienzimaticos activos,
capaces de traducir sustancias organicas exdégenas en una diversidad de productos utiles y en
sustancias fisiologicamente activas. esta fundamentada en que estos pueden realizar, en una
sola etapa, transformaciones importantes que normalmente requieren durante la sintesis, de
veinte etapas quimicas. Ademas, se logran realizar facilmente reacciones que son dificiles o
que por el momento no se efectiian por los métodos de sintesis quimica. En los Gltimos quince
afios, se han demostrado claramente las ventajas del método de transforrmacion
microbiolégica frente a las reacciones quimicas, la posibilidad de cambios finos de moléculas
complejas, la comodidad y economia de los procesos tecnoldgicos, etc.

En relacion con esto. se ha despertado un gran interés por utilizar células completas de
microorganismos como biocatalizadores en los procesos biotecnolégicos para la obtencion de
productos destinados a la industria alimentaria, farmacéutica, agricola,
etc! 1223037758384 108.130.146.136.164 1 4 raz6n de tal interés esta basada en la facilidad con que se
logra aumentar la cantidad de enzima sintetizada por el microorganismo, como respuesta a la
presencia en el medio de cultivo de diferentes sustancias quimicas que pueden utilizar como
nutrientes; y ademas, de expresar una nueva actividad enzimatica o de reforzar alguna que ya

existia en dichas células. De esta manera, ha sido posible aumentar hasta 1000 veces el nivel



de enzimas que participan en rutas catabdlicas y en varios cientos, el nivel de enzimas
anabolicas. Todo esto, esta relacionado con cambios en los mecanismos reguladores del
metabolismo microbiano que comprenden la formacion inducida de enzimas o el
reforzamiento de alguna enzima de interés ya existente en un microorganismos dado; lo que
también puede ser logrado por manipulaciones genéticas. Uno de los elementos claves para
utilizar células de microorganismos como catalizadores, es el cambio selectivo de la
permeabilidad de la pared celular ¥ de la membrana citoplasmatica para los sustratos y
productos de la reaccidn que catalizan. Por otra parte, €l empleo de cé€lulas completas como
catalizadores de los procesos enzimaticos, excluye el proceso laborioso y caro de la extraccion
y purificacién de la enzima; ademas de que se eleva en gran medida la estabilidad del
biocatalizador ya que la enzima se encuentra en su microamobiente y puede también ser
utilizada en forma multiple. Otro aspecto importante. es la economia relativa del cultivo de
microorganismos a nivel industrial utilizando medios de cultivo con un valor no muy elevado
y ademas. la velocidad de ¢crecimiento tan alta que tienen los microorganismos.

Una de las aplicaciones con expectativas favorables en esta area, es la biosintesis de
aminoacidos, principalmente de forma L. En la actualidad se han obtenido ya preparados

bastante estables de catalizadores bioorganicos para la obtencion de una serie de L-

aminodcidos: tirosina, triptofano, acido aspartico, citrulina, lisina, dihidroxifenilalanina,

. 78.84. i H _165
etc76 B.81. 144,136,164 J.

El catabolismo al que son sometidos la mayoria de los aminoacidos, se inicia con la
disociacion del grupo amino a-. ya sea por transaminacion o por oxidacién. En las reacciones
de transaminacion. participan los aminoacidos: alanina, arginina, aspartico, valina, isoleucina,
lisina, tirosina, tirptofano, fenilalanina, cisteina; asimismo, los siguientes cetoacidos: pirivico,

o-cetoglutarico o el oxalacético. En este caso, el grupo amino o se transfiere al atomo de



carbono o de uno de los cetoacidos mencionados. Como resultado, el grupo amino cambia de
lugar con el cetogrupo.

En las reacciones de desaminacion, el amoniaco se separa del aminoéacido
correspondiente en forma directa, hidrolitica u oxidativa. Como resultado de la desaminacion

directa, se forman sustancias insaturadas:

R—CH;—CH—COOH———5> NH3 +R—CH=CH—COOH
NH2

En el caso de desaminacion hidrolitica, se forma amoniaco y oxiacidos:

R—CH- _—_COOH—— 5 NH; +R—CH—COOH
NH> lOH
En algunos microorganismos, este tipo de desaminacién ocurre al mismo tiempo con la
descarboxilacion del mismo aminoacido.

La desaminacion oxidativa que esta mas difundida es la que ocurre con formacién de

cetoacidos:

R—CH—COOH———>NH; + R—CH—COOH

| [
NH (@]

Ademas de estas reacciones catabélicas, los aminoacidos pueden ser sometidos también
a descarboxilacion formando COz y aminas biogénicas.

Cualquier transformacion de los aminoacidos por las reacciones indicadas arriba,
concluye en que su esqueleto carbonado, va a entrar en la composicion del acido piravico o de
la Acetil CoA. introduciéndose también en el metabolismo de carbohidratos y de lipidos.

Los aminoécidos han encontrado en los tltimos afios una amplia aplicacion en distintas



dreas de la economia y medicina. Tienen un valor fundamental en la composiciéon de los
alimentos balanceados; son empleados como aditivos tanto en la industria alimentaria como
en la alimentacién para ganado. Como aditivos en alimentos, con mas frecuencia se utilizan
lisina y metionina. El glutamato de sodio y la glicina se utilizan como sustancias aromaticas
para reforzar y mejorar el sabor de los alimentos; la glicina proporciona un sabor dulce. Se
utiliza para la preparacion de bebidas dulces y presenta también un efecto bactericida. La
cisteina evita que se quemen los alimentos, mejora el sabor en la elaboracion de pan y se
emplea para dar sabor y aroma a los alimentos preparados a base de carne.

En los ultimos afios, la cantidad de aminoiacidos que es agregada a los materiales
alimenticios para los animales, ha aumentado hasta 20 veces. Cerca del 60% de la cantidad
total de aminoacidos obtenidos en la industria, es utilizada en ganaderia, 30% en la industria
alimentaria y 10% en medicina. cosméticos y en investigacion.

La arginina en combinacidn con aspartatc o glutamato, se utiliza para tratar
enfermedades del higado; permite ademas que aumente la actividad del sistema inmunolégico
después de una operacion. El aspartato de Na-K disminuye la fatiga cardiaca; es recomendado
también para tratar enfermedades del higado y en la diabetes. La cisteina protege de la
oxidacién a las enzimas-SH en el higado y en otros tejidos y tiene una accion desintoxicante;
expresa también un efecto defensivo contra los dafos ocasionados por radiacién. El triptofano
es un agente antidepresor utilizandose también en el tratamiento del alcoholismo.

La dihidroxifenilalanina (DOPA) y la fenilalanina, son utilizados en el tratamiento del
mal de Parkinson; su anilogo, 5-hidroxil-L-triptofano, se emplea como un medicamento
psicoterapéutico. A partir de los poliaminoacidos, se obtiene un excelente material para
cirugia, el cudl es también utilizado como sustituto de piel humana en el tratamiento de las

quemaduras. A partir de aminoacidos, se preparan también edulcorantes, por ejemplo, el éter



metilico de L-aspartil-L-fenilalanina o aspartame'*""'*?, el cual es 150 veces mas dulce que la
glucosa. Con el aspartame, se logra disminuir hasta 95% las calorias de una serie de productos
alimenticios sin alterar su sabor. Los aminoicidos se utilizan también en la preparacién de
cosmeéticos; para mantener la funcién normal de la piel. La cisteina se utiliza también en la
elaboracién de shampoo'w.

De esta manera, la aplicacion de los aminoacidos en las distintas areas de la economia,
es bastante variada; sin embargo esta limitada por su nivel de produccién. Actualmente, el
nivel mundial de la produccién de aminoacidos alcanza varios millones de toneladas al afio y
la mayor produccion esta dirigida a: acido glutamico, L-lisina, DL-metionina, acido L-

: . - 522972115
aspartico y ghcma:’z o ilrieesA



OBJETIVOS

1. Aislar e identificar microorganismos que puedan ser inducidos a sobreproducir la enzima

intracelular aspartatoamoniacoliasa para la sintesis del aminoacido L- aspartico.

2. Establecer un medio de cultivo con condiciones bien definidas y reproducibles para el

desarrollo maximo de la actividad enzimatica aspartasa en las células microbianas obtenidas.

3. Establecer el tiempo 6ptimo de incubacién en un cultivo periddico, en el cual, los

biocatalizadores (células microbianas) desarrollados expresen la maxima actividad enzimatica

aspartatoamoniacoliasa.

4. Optimizar la concentracion de un solvente de naturaleza organica que se utilizard como
plasmolizador (tolueno), para aumentar la permeabilidad de la pared celular y membrana
citoplasmatica. lo que permitird minimizar los problemas de difusion que normalmente se

presentan al utilizar células de microorganismos completas como catalizadores en diferentes

procesos biotecnolégicos.

5. Demostrar que cuando las células microbianas son utilizadas en procesos de
biotransformacion como el presente. tienen un metabolismo alterado por no encontrarse en

condiciones fisiologicas adecuadas para su desarrollo, crecimiento y reproduccién.



HIPOTESIS

Existe la opinion de que, a partir de las células microbianas, se pueden obtener cualquiera de
las enzimas conocidas y de que es posible reforzar su capacidad hacia la sintesis de enzimas
mediante procesos de seleccidén, obteniendo formas mutantes altamente productoras. La
cantidad y composicién de las enzimas sintetizadas por la célula depende de las propiedades
hereditarias de dicho organismo; aunque independientemente del determinante papel del
factor genético en la biosintesis de enzimas, la eficiencia de los procesos tecnolégicos
esenciales para cada enzima depende, y no en ultimo lugar, de la composicion del medio
nutritivo, teniendo en cuenta la presencia en este, no solamente de las fuentes de carbono,
nitrogeno, fosforo y otros elementos sino también, de sustancias que juegan el papel de
inductores o de represores de la biosintesis de una enzima dada o de su grupo. En este sentido,
en el desarrollo del presente trabajo de investigacion. para dirigir el metabolismo de
microorganismos aislados, hacia la sobreproduccién de la enzima aspartatoamoniacoliasa,
ademas de los nutrientes necesarios para el crecimiento y multiplicacién celular, se utilizara el
acido L-aspartico como inductor para aumentar la produccion de esta enzima que cataliza la
aminacidn reversible del acido fumarico con amoniaco para formar 4cido L-aspartico.
Considerando ademas. que los metabolitos primarios (enzimas) son forrmados durante la
trofofase, se utilizara un inhibidor de la sintesis de proteina para comprobar esta hipotesis y el
hecho de que las células en reposo que se utilizan como catalizadores en las
biotransformaciones microbianas, son células que conservan la mayor parte de las actividades

enzimaticas pero que no toman el sustrato a transformar como fuente de carbono o energia.
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JUSTIFICACION CIENTIFICA

El desarrollo del presente trabajo de tesis, constituye la base de un proyecto de
investigacion que tiene como objetivo general, la sintesis de L-aminoacidos: acido L-
aspartico, L-tirosina y L-3,4 dihidroxifenilalanina mediante células de microorganismos con
actividad aspartatoamoniacoliasa y tirosinfenoliasa respectivamente. Este proyecto pretende
establecer las bases cientificas y tecnologicas de produccién de estos aminodacidos por primera
vez en nuestro pais y crear modelos que expliquen el uso de células de microorganismos
como catalizadores en los procesos biotecnologicos, lo que implica la comprensiéon del

mecanismo de accion de las enzimas y de sus caracteristicas reguladoras en el proceso de

actividad vital de dichas células microbianas.



REVISION DE LITERATURA

CAPITULO 1

L1 METODOS DE SINTESIS DE AMINOACIDOS

Muchas areas de la economia nacional como la industria alimentaria, farmacéutica, la
agricultura, el area de salud y la sintesis organica fina, tienen requerimientos cada vez mas
elevados de los preparados de aminoacidos en la forma L-''. La produccién de aminoacidos
en el mundo, aumenta constantemente y en la actualidad es de aproximadamente 500,000 ton.
anuales’. Los aminoécidos, al igual que muchas otras sustancias biologicamente activas,
pueden ser obtenidos por métodos quimicos o biolégicos y la seleccién de una ruta concreta
para su obtencidn, es determinada generalmente por la efectividad econémica comparativa
enire los métodos de produccién quimicos y biolégicosn; aunque en muchos casos. en la
préactica, se utiliza tecnologia que comprende la combinacién de los dos tipos de produccion.

Los métodos fundamentales de obtencion de aminoacidos son los siguiente55:
a) Extraccion a partir de hidrolizados protéicos de materiales vegetales o animales.
b) Sintesis quimica.
¢) Sintesis microbiolégica por células en crecimiento o fermentacion.

d) Sintesis enzimatica, utilizando enzimas purificadas o células de microorganismos.
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I.1.1. EXTRACCION DE AMINOACIDOS A PARTIR DE HIDROLIZADOS
PROTEICOS DE MATERIALES VEGETALES O ANIMALES.

Esta metodologia es una de las mas simples para la obtencion de aminoacidos'® y es posible

aplicarla solamente cuando estos tienen propiedades bastante diferentes entre si; por ejemplo,

cisteina y tirosina debido a su baja solubilidad en su punto isoeléctrico, se separan facilmente

de los aminodcidos que son solubles en agua.

Las proteinas de origen vegetal o animal que constituyen la materia prima, son
sometidas a hidrélisis acida, basica o enzimatica con tripsina. La maternia prima que es
utilizada para este objetivo la constituyen, ademas de material vegetal, residuos queratinicos
de la industria de la came, pescado. industria ligera (lana, plumas, pezufias, cuernos, etc.) los
cudles contienen hasta un 90% de proteina.

La hidrélisis acida resulta ser la mas efectiva en comparacién con la hidrélisis basica o
enzimatica; la disociacion completa de las proteinas ocurre en un tiempo muy corto y no
existe la racemizacion de los aminoacidos; sin embargo, la hidrolisis acida tiene una
desventaja, la destruccion del triptofano. La separacion total de los aminoacidos se realiza
solamente después de una eliminacién completa de las sustancias minerales. El rendimiento
llega a ser de un 60-65% y la pureza, no menos del 99%%.

En los paises del sureste de Asia, por ejemplo, se obtiene monoglutamato de sodio a
partir de la harina de soya sin grasa; en Estados Unidos, fue descrito un método de obtencion
de aminoacidos a partir de la cascarilla de trigo y del gluten del maiz residual después del
lavado del almidén.

La desventaja fundamental del método de extraccion, es la limitacién y no-
estandarizacion de las materias primas, el empleo irracional de estas (las cuiles puede tener

una utilizacion mejor como producto alimenticio en ganaderia, particularmmente cuando se
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trata de materia prima vegetal); las multiples etapas del tratamiento quimico relacionadas con
la separacion y purificacion de los aminoacidos, etc. Debido a estas consideraciones, la

.= . . - P 5 e 22
extraccion de aminoécidos por este procedimiento, no es econémicamente favorable™.

1.1.2. SINTESIS QUIMICA DE AMINOACIDOS.
En la actualidad, se ha realizado la produccion industrial de muchos aminoacidos por sintesis
orgdnica, ya que mediante este método es posible obtener sustancias con cualquier estructura
quimica y organizar una produccién continua altamente automatizada'?*. De esta manera, se
produce D.L-metionina, acido glutamico, lisina, triptofano, treonina, glicina y algunos otros
aminoacidos con un alto rendimiento y un alto grado de pureza quimica. Sin embargo, este
método tiene una serie de desventaja esenciales, siendo la mas importante la formacién de
racematos (mezclas equivalentes de formas L- y D- de aminoacidos), los cuales requieren de
una purificacion posterior muy costosa y compleja que dificulta la produccién de varias
toneladas. La produccién de aminoacidos destinados a la alimentacién, esta basada
unicamente en la forma L- biologicamente activa de los aminoacidos y por lo tanto, la
presencia de formas D siempre es indeseable no solo porque es un remanente que no es
asimilado por el organismo humano ni animal, sino también porque en algunos aminoacidos
tiene propiedades toxicas. La excepcion la constituyen la glicina y metionina; para el primero,
no existe el isémero Opticamente activo y para el segundo, las formas D- y L- son asimiladas
de igual manera por el organismo.
- Ejemplos de produccién de aminoacidos por sintesis quimica:
1) Obtencién de D,L-metionina a partir de acroleina. Es un proceso bastante complejo y de
multiples etapas. Para la produccion de una tonelada de D,L-metionina se consumen,

aproximadamente 0.6 ton. de acroleina y la separacion del racemato no esta considerada.
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2) Obtencién de D,L-triptofano a partir del indol y éter nitroacético.

3) Obtencion de L-glutamato de sodio a partir de acronitrilo. El racemato que se forma es
mas soluble que cada uno de los isémeros por separado; asi que para la separacién de la
forma L- de una solucidn saturada, se afiaden cristales de glutamato de sodio.

4) Obtencion de L-lisina a partir de ciclohexanona. La separacion del racemato que se forma,
estd basada en la diferente solubilidad de las sales que son obtenidas al reaccionar este
con el acido piravico. Después de la separacion de los isémeros D- y L- de la lisina, las
sales se destruyen, la forma L- se libera del acido L-pirivico con ayuda de columnas de
intercambio idénico.

5) Sintesis quimica de DOPA a partir del acido 3-metoxi-4-oxiacetilcorismico, iniciando la
reaccion con éter nitroacético.

Los ejemplos mencionados de produccion de aminoacidos por el método de sintesis
organica sugieren una gran cantidad de operaciones tecnologicas y la realizacion de cada una
de ellas requiere de equipo especializado y basico para el control del proceso. La tecnologia
de dicha produccién, en la mayoria de los casos, esta orientada a la utilizacién de sustancias
bastante toxicas, de reactivos con un alto grado de pureza y la subsecuente separacion de los
racematos formados. Para superar todas estas desventajas del método quimico para la
produccion de aminoicidos, constantemente se buscan nuevas rutas de obtencién y se
perfeccionan los métodos de separacion de los componentes de la mezcla racémica’ y los
meétodos de tranformacion de la forma D-en L-.

Entre los métodos fisicoquimicos de separacion de los racematos de aminoicidos se
utilizan la cristalizacion selectiva y cromatografia estereoselectiva'®?®'*®. El método de
cromatografia estereoselectiva permite separar completamente los racematos en un tiempo

comparable al que se lleva el analisis de aminoacidos en cromatografia liquido gaseosa, pero a
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diferencia de ésta no requiere una modificacién quimica previa de los aminoacidos. Las
desventajas de la cromatografia estercoespecifica son la especificidad limitada y las
soluciones bastante diluidas en la salida de la columna>'?. El D-aminoécido obtenido, se
racemiza en el correspondiente L-isémero al calentarlo en presencia de bases o de acidos. La
mayoria de los aminoécidos se racemizan en presencia de un exceso de anhidrido acético en
solucién de acido acé€tico a temperatura ambiente.

En los ultimos afios, se ha logrado avanzar en el area de sintesis asimétrica de
aminoacidos que permite desplazar la separacion Optica de los aminoacidos racémicos”. Un
nuevo enfoque a este problema llegé a ser posible gracias al descubrimiento de la hidratacion
catalitica homogénea de olefinas con ayuda de complejos de rodio con ligandos fosfinicos y la
elaboracion de rutas de sintesis de fosfinas quirales. La aplicaciéon de complejos de rodio con
fosfinas quirales en calidad de catalizadores homogéneos para la hidratacién de acidos N-
acilaminoacrilicos, permitio realizar la sintesis asimétrica de g-aminoacidos con un alto grado
de estereoespecificidad y un alto rendimiento.

La utilizacién de aminoacidos obtenidos por sintesis quimica en la industria alimentaria
en general y en medicina. tiene ain un problema técnico esencial; la liberacion completa del
producto terminado de posibles derivados toxicos.

En los dltimos arnios, se han conjugado los métodos de sintesis quimica y microbiclogica
para dar lugar a una metodologia que utiliza materia prima o sustancias iniciales que son
producto de procesos quimicos y la etapa final es realizada por la actividad de sistemnas
enzimaticos de las cepas microbianas respectivas5. Como ejemplo de este tipo de procesos,
podemos mencionar la separacién de las mezclas racémicas de aminoacidos mediante la
enzima aminoacilasa inmovilizadass, la cual se utiliza en Japon desde 1969 para producir, a

nivel industrial, valina, metionina fenilalanina y algunos otros; ademas de la racemizacion de
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los D-aminoacidos con racemasas de origen microbiano. La racemasa que mas se ha
encontrado en bacterias y otros aminoacidos y la mas estudiada es la racemasa de D-
alanina®''7'*¢_ Se conoce también la racemasa de treonina, metionina, leucina, prolina'zz, de
fenilalanina'*®.

1.1.3. SINTESIS MICROBIOLOGICA O FERMENTACION.

El método microbiolégico de sintesis de aminoacidos estd fundamentado en que los
microorganismos sintetizan estas sustancias en forma natural como productos primarios del
anabolismo para la elaboracion de sus propias proteinas y como sustratos para la formacion de
otros compuestos; esto lo efectian mediante una fermentacion directa a partir de la fuente
principal de carbono, la cual puede ser glucosa, hidrolizados de almidon, melaza,
2295124196 <in embargo, su produccién esta sujeta a un estricto control metabélico. lo que
significa que para objetivos industriales, la seleccion de cepas hiperproductoras tiene un
significado muy importante.

Los microorganismos que generalmente se utilizan para la produccién de aminoacidos,
se subdividen en cuatro grupos: a) cepas silvestres, b) mutantes auxétrofos, c¢) mutantes
reguladores y d) cepas mejoradas por ingenieria genética DJe AL

Entre las cepas silvestres que en forma nommal excretan aminoacidos estan:
Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium lactofermentum y Brevibacterium flavum; la
primera de ellas puede formar mas de 30 g/l de acido glutimico y segregarlo al medio'®’.
Estas cepas requieren biotina y tienen una actividad muy debilitada del complejo o-
cetoglutarato deshidrogenasa que es el responsable de la transformaciéon del acido o-

cetoglutarico en acido succinico. La sobreproduccion del acido glutamico esta relacionada

entonces. con la ausencia o defecto del complejo a-cetoglutaratodeshidrogenasa, con una alta
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actividad de la enzima glutamatodeshidrogenasa que es dependiente de la nicotinamida
dinucleétido fosfato reducida (NADPH), con un cambio en la permeabilidad de la membrana
celular que permite su salida y que evita que actile como un retroinhibidor.

La alteracién de la permeabilidad de la membrana esta relacionada con la participacion
de la biotina en la sintesis de acidos grasos que entran como componentes de los fosfolipidos
de la membrana. Si las células son cultivadas bajo concentraciones subdptimas de biotina, se
destruye la interrelacion de los acidos grasos saturados e insaturados y se sintetiza una
membrana defectuosa que permite la salida de las moléculas de acido glutimico. El aumento
en la permeabilidad de la membrana ocurre solo en una direccién; es decir, hacia el exterior de
la célula.

Algunas cepas de C glutamicum forman también L-glutamina. L-prolina, L-alanina y L-
valina. En un medio ligeramente acido y en un exceso de iones de zinc, se formma L-glutamina.
Bajo un exceso de biotina y de NH1Cl, se forman hasta 40 g/l de L-prolina en 100 h. de
incubacion. Algunas cepas de Brevibacterium y Bacillus, excretan hasta 8 g/1 de L-valina.

La mutacién auxétrofa para la produccion de aminoécidos, solo puede ser realizada en
microorganismos que tengan rutas de biosintesis ramificadas al menos de dos aminoacidos
que se formen de un mismo antecesor. Se obtiene utilizando medios selectivos después de que
el cultivo bacteriano ha sido sometido a la accion de factores mutagénicos fisicos (radiacion
ultravioleta o rayos X) o quimicos (etileniminas, dietilsulfato, nitrosoetilurea, etc). Como
resultado de esta accion, pueden ser dafiados algunos sistemas enzimaticos de las vias
posteriores a la ramificacion por lo que el microorganismo no producira el metabolito final de
esta ruta y se convertira en auxétrofo a ése metabolito. La consecuencia de ello, es que el flujo
de materia prima se canalizard solamente a las ramificaciones libres, sobreproduciendo el

producto final de esta ruta. Normalmente, los productos finales de una via ramificada regulan
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su propia sintesis modulando la actividad de la primera enzima de dicha via. Esto implica que
en una cepa auxoétrofa en que no se produce uno de los reguladores, esta regulacion no se dara
o se serd en menor grado, aumentando asi la sintesis del otro producto final’. En los mutantes
reguladores, el fenémeno de regulacién a nivel de sustrato, esta dado a partir de la interacciéon
fisica del producto final que se desea modular con la primera enzima de la ruta en el sitio
alostérico de esta. En este caso, se ha perdido o estd muy debilitado el mecanismo de control
de enlace inverso o feed back ya que son resistentes al andlogo del aminoacido completo.
Estos mutantes llegan a ser casi o totalmente insensibles a la inhibicién o represién por el
producto final'®®,

Se conocen un gran namero de microorganismos productores de aminoacidos; los mas
encontrados, son bacterias grampositivas que no forman esporas que pertenecen a los géneros:
Corynebacterium, Micrococcus, Arthrobacter, Brevibacterium y algunos otros. La mayoria de
los microorganismos investigados, independientemente de su ubicacion sistematica, acumulan
principalmente -alanina y dcido glutdmico. Algunas cepas producen acido aspartico, leucina,
valina, isoleucina y lisina en pequefias cantidades. No hay una correlacién estricta entre la
especie a que pertenece el microorganismo y su capacidad de acumulacién de aminoacidos.
Investigadores japoneses. aislaron 6 cepas de bacterias de los géneros Vibrio y Pseudomonas
que al cultivarlas en medios con tirosina, acumulaban DOPA'7"'7,

Independientemente de la amplia distribuciéon de los microorganismos que acumulan
aminoéacidos en el proceso de crecimiento, los productores que aseguran ventajas econémicas
en el rendimiento de estos productos, son muy pocos. El productor debe acumular
principalmente un aminodcido, de tal manera que la presencia, al mismo tiempo, de varios
aminodacidos particularmente si son parecidos en sus propiedades fisicoquimicas, dificulta su

separacion y purificacién.
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Aunque la organizacion del proceso de biosintesis de aminodcidos, particularmente
utilizando mutantes auxoétrofos, en condiciones de produccion no se debe de considerar muy
simple, toda la produccién microbiolégica carece de practicamente todas las desventajas que
tiene la sintesis quimica. Es evidente que su ventaja esencial es la formacién de L-
aminoécidos, también son posibles los cambios delicados de moléculas complejas, el proceso
se realiza en un nimero menor de etapas, no es necesario equipo muy complejo. ya que los
microorganismos funcionan en medios acuosos no agresivos a temperaturas y presiones
comunes. Es importante también, considerar la posibilidad de realizar la biosintesis de
diferentes aminodcidos, utilizando el mismo tipo de aparato de fermentacién y de crear
esquemas simples y universales para la separacion de los aminoacidos de la mezcla, producto
de la fermentacién. El esquema mas comin de separacién y purificacion de aminoacidos,
comprende las siguientes etapas: a) separacion de la biomasa microbiana., b) eliminacién de
la turbidéz de la solucion original, mediante sorcién de las sustancias responsables de la
turbidéz, ¢) sorcion de intercambio i6nico de aminoacidos, d) elucidon, e) evaporacion, f)
cristalizacién y recristalizaciéon y g) secado del producto terminado. Dependiendo de las
propiedades concretas de cada aminoacido, de su nivel de acumulacién en el medio, de los

componentes iniciales del medio de fermentacion y de los requerimientos para el producto

129

final, este esquema puede ser mas o menos simplificado

Sin embargo, el proceso fermentativo de obtencién de aminoacidos, tiene también una
serie de desventajas: la periodicidad del proceso, bajos rendimientos del producto terminado,
el largo tiempo que se lleva el cultivo de la biomasa y el proceso de acumulaciéon de los
aminoacidos, la necesidad de observar condiciones de esterilidad, el empleo de materiales

caros para la preparacion de los medios, la posible contaminacién del producto terminado por

metabolitos celulares.
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Una de las posiciones cientificas mds importantes de la sintesis microbiologica de
aminodécidos, es la pregunta sobre su origen, ;los aminoacidos que se encuentran en el medio,
son producto de la disociacién enzimatica de las proteinas como resultado del proceso
autolitico o resultan de la sintesis de otras sustancias?. Al utilizar medios sintéticos para el
cultivo de los productores, se ha demostrado en forma determinante que los aminoécidos
encontrados en €l medio son producto de la sintesis "de novo". Las reacciones enzimaticas de
la sintesis de aminoacidos, ocurren en el interior de las células. Inicialmente, los aminoacidos
se acumulan en el interior de las células en forma de aminoacidos libres. En etapas tempranas
de crecimiento del cultivo, los aminodcidos son incluidos en el metabolismo constructivo del
microorganismo. La acumulacién activa de los aminoacidos en el medio, en un cultivo
periédico, ocurre generalmente a la mitad de la fase exponencial de crecimiento, alcanzando
un maximo al final. En algunos casos, se observa una brecha metabolica entre la actividad
celular alta y baja, lo que implica que el estado metabélico de la fase de crecimiento celular y
la fase de produccion del aminoacido, son muy diferentes y la transicién del crecimiento a la
produccién del aminodacido, debe superar este umbral metabdlico. Estas transiciones
metabolicas son fenémenos tipicos en la produccién de metabolitos no acoplada al
crecimiento celular.

- Ejemplos de produccion de aminoacidos por fermentacion.

1) Formation of DL-alanine por Corynebacterium sp.9366-EMS/270''2

2) Produccion de L-fenilalanina por fermentacién, utilizando un mutante auxétrofo
regulador de Escherichia coli’.

3) Sobreproduccién de metionina utilizando un mutante de Candida wtilis'>’ .

4) Formacion de L-isoleucina a partir de a-cetobutirato por Corynebacterium glulamicumlu .

5) Biosintesis de aspartasa y produccidn de dcido L-aspartico mediante células de Escherichia
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coli'®.

6) Produccion fermentativa de treonina utilizando una cepa de Serratia marscesens>>
7) Produccién de L-prolina por fermentacién con S.marscesens’".
8) Produccién de acido glutdamico por un mutante con genes combinados de Corynebacterium

: . 151
y Brevibacterium > .

El desarrollo de la biologia molecular desde la primera mitad de los afios 70’s del siglo
XX, condujo a una nueva técnica experimental que recibié el nombre de ingenieria genética
en algunos paises y en otros, “trabajo con moléculas recombinantes de DNA™. En la
actualidad. se han utilizado estas metodologias de ingenieria genética con propodsitos muy
diversos; desde el mejoramiento de cepas microbianas que exhiben un fenotipo deseado, hasta
la terapia génica para el tratamiento de diferentes enfermedades. En los procesos de obtencion
de aminoacidos, se han utilizado estas técnicas de biologia molecular para aumentar, por
ejemplo. el nimero de genes y por consiguiente, la cantidad de enzimas responsables de la
biosintesis de aminoacidos; se ha utilizado tambi€n la técnica de clonacion en plasmidos,
aunque los resultados no son muy alentadores. También se han obtenido algunos resultados al
tratar bacterias grampositivas como Brevibacrerium o Corynebacterium, con técnicas de
fusién de protoplastos'm. En este sentido, la seleccién de cepas para obtencién de
aminoacidos utilizando la mutagénesis clasica y el mejoramiento de cepas por métodos no
recombinantes, puede presentar una ventaja significativa sobre la ingenieria genética sola, ya
que se ha demostrado la gran afinidad de las técnicas clasicas y la genética molecular para
crear un efecto sinérgico para el mejoramiento de un proceson. Ademas, se debe sefialar que
en las células vivas, existen mecanismos de reparacién de “dafios” en el DNA, que estan
relacionados con el funcionamiento de determinados sistemas enzimaticos controlados por los

genes correspondientes. La mutacion en estos genes, los transforma en genes mutados que
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esencialmente aumentan la frecuencia de las mutaciones espontineas, de tal manera que es
conveniente considerar que el funcionamiento normal de los sistemas de reparacion, puede
enormemente disminuir la efectividad de la mutagénesis deseada’’. Aunque en general puede
decirse que no ha habido problemas graves ocasionados por el uso de productos obtenidos por
técnicas recombinantes, quiza con excepcion de la produccion de triptofano para consumo
humano en 1989-1990 por una compaiiia estadounidense. El triptofano obtenido a partir de
una cepa modificada genéticamente, causé la aparcicion de varios casos clinicos del sindrome
de eosinofilia-mialgica (EMS). El problema radicaba en que la cepa producia una
pequefiisima cantidad de un derivado quimico del triptofano que causaba los trastornos;
debido a ello, la venta de este aminoicido para consumo humano fue prohibida en Estados
Unidos. Independientemente de este hecho particular, es innegable el enorme potencial que
tienen las técnicas de ingenieria genética molecular en todas las areas de la economia de un

pais, lo que incluye las estrategias de seleccion de cepas microbianas que posean algunas

propiedades de utilidad.

23



1.1.4 SINTESIS ENZIMATICA.

En los ultimos tiempos, principalmente en Japdon, se ha desarrollado investigacion dedicada a
la utilizacién de enzimas estereo- y sustrato especificas, para la obtencién de aminoicidos

naturales de forma L. Este método tiene perspectivas muy favorables en comparaciéon con la

sintesis quimica © microbiolégica"' L y permite unir los adelantos en quimica y
microbiologia para establecer proceso altamente efectivos. La sintesis enzimatica de
aminoacidos, realizada a nivel industrial, disminuye en gran medida los gastos de operacion y
gracias a ello, puede ampliarse el area de aplicacion de los aminoacidos como aditivos
alimenticios, en salud, en la industria quimica, etc'*2.

En este caso, la sintesis de aminoacidos es estereoespecifica, de una sola etapa y se
realiza a partir de sustratos antecesores proximos que son elaborados por la industria quimica
o microbiolégica. El producto terminado se diferencia en que tiene un alto grado de pureza,
una concentracion alta, no es necesario el proceso de separacion de los isémeros opticos y la
obtencion del producto se efectiia en forma continua’

Hasta hace poco tiempo, las enzimas o preparados enzimaticos, se obtenian de los
tejidos de diferentes animales, de plantas y microorganismos. Aunque algunos tejidos
animales, por ejemplo, el pancreas y la vesicula, son muy ricos en enzimas, la produccion
industrial a partir de tejidos animales y vegetales se ha detenido debido a las dificultades que
surgen por la limitacion de la materia prima.

De esta manera, la fuente de enzimas mas accesible y practicamente ilimitada a escala
industrial, son los microorganismos; en ellos estan contenidos todos los tipos de enzimas

conocidos en la actualidad. Asi, en calidad de fuente de enzima se pueden utilizar: suspensién
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de células en medio de cultivo, células separadas del medio y suspendidas en soluciones
buffer o en solucién fisiologica; células parcialmente destruidas, extractos celulares,
preparados enzimaticos altamente purificados en estado libre 0 inmovilizado.

Una propiedad muy importante de muchos microorganismos, es la capacidad de crecer
utilizando diferentes sustratos, incluyendo algunos que no tienen un valor alimenticio como la
celulosa, hidrocarburos del petréleo, metano, metanol, etc. Algunos sustratos que son
utilizados por los microorganismos, son toxicos para el hombre y los animales. La capacidad
de los microorganismos de desarrollarse en condiciones extremas; es decir, a temperaturas
bajas o altas, en ausencia de oxigeno molecular, en medios acidos o basicos, bajo
concentraciones altas de sales, etc. estd determinada generalmente por el caracter de las
enzimas que posees.

Hoy en dia, ademas de los procesos de mutacién microbiana para la sobresintesis de una
determinada enzima, es posible aislar el gene que codifica para dicha enzima y clonarlo de un
microorganismo "no gras” a otro "gras" (gras = generalmente reconocido como seguro), es
posible también, amplificar los genes naturales mediante la insercién de un promotor,
logrando la sobreproduccién de la enzima, se pueden transformar enzimas intracelulares en
formas facilmente excretables al medio y ademas, producir enzimas que no existian antes en

. = 12.17.5
los microorganisinos % )0.

Considerando entonces a los microorganismos como la fuente mas importante de
enzimas y debido a que éstas son bastante labiles e inestables para su conservacion y para la

.. > 13 . Sy .
accion de diferentes factores como el calor -, es posible utilizar las células completas de estos

como catalizadores de los procesos enzimaticos. En este caso, se excluye el laborioso proceso



de extraccion y purificaciéon de la enzima, aumenta en gran medida la estabilidad del

biocatalizador ya que la enzima se encuentra en su microambiente natural y puede emplearse

en forma maltiple'"®'"’. Sin embargo, €l trabajo con células de microorganismos como

catalizadores, tiene también algunas desventajas como la dificultad de mantener la integridad
y viabilidad de las células, los sistemas multienzimaticos, la disminucién de la velocidad del
proceso debido a problemas de difusion creados por la pared celular y la membrana
citoplasmatica. Independientemente de lo anterior, las investigaciones sobre las regularidades
cinéticas de la catilisis enzimdtica en células microbianas, son bastante interesantes desde el
punto de vista cientifico, ya que la determinacién inmediata de los parametros ciné€ticos de las
enzimas en las células, se considera un paso muy importante para la comprension del
mecanismo de accion de las enzimas y de sus caracteristicas reguladoras en el proceso de
actividad vital de los microorganismos.

Ya en los afios 60's, Ruban et.al demostré que la actividad enzimatica de cultivos
celulares en reposo especialmente seleccionados, se puede utilizar exitosamente para la
sintesis en una sola etapa de acido L-aspartico a partir de fumarato de amonio y de L-
triptofano a partir de acido antranilico; es decir, de sustancias producidas por la industria
quimica. La continuacién de estos trabajos esti relacionada con el desarrollo de la ingenieria
enzimatica y la biotecnologia, con incursion también de la ingenieria genética.

En la sintesis enzimatica de aminoécidos, la atencion de los investigadores se enfoco en
primer lugar al grupo de enzimas de las liasas, las cuiles de acuerdo a una opinion
generalizada, juegan un papel catabdlico en la célula. Estas enzimas transforman el acido

aspartico, fenilalanina, tirosina, dihidroxifenilalanina y el triptofano en amoniaco y acido
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fumarico, acido transcorismico, fenol, pirocatecol, dcido piravice e indol respectivamente; es
decir, en sustancias que son producidas por la industria quimica.

Por el método de sintesis enzimatica, se obtienen a nivel industrial algunos aminoacidos;
por ejemplo, en Japén, bajo la direccion del Prof. Chibata, se elaboré un método de obtencion
de acido L-aspartico a partir de fumarato de amonio mediante células de E. coli ATCC
No.11303 inmovilizadas™. En el afio de 1978, se inici6 la produccién industrial de lisina por
método enzimatico, utilizando como sustrato &-aminocaprolactamo, obtenido por sintesis
quimica76, el cual como resultado de la accidon enzimatica, es transformado en casi un 100%
en lisina. Otro de los sustratos que se utiliza para la sintesis enzimatica de lisina, es el meso
isomero del acido 2,6-diaminopimélico y la enzima diaminopimelatodecarboxilasa.
Pricticamente se utiliza una suspensiéon de células microbianas de Brevibacterium,
previamente cultivadas en el medio correspondiente. Algunas veces, las células son tratadas
previamente con acetona para obtener un polvo cetdnico, aunque esto no es posible en los
casos en que el acido 2,6 diaminopimélico no es capaz de penetrar en la célula microbiana,
que es donde ocurte su decarboxilacion. Antes de esto, el sustrato debe ser transformado a la
forma meso a partir del isomero L,L gracias a la actividad de la diaminopimelato epimerasa.
Los métodos elaborados para el cultivo de Brevibacterium sp, aseguran una alta actividad
decarboxilasa. La actividad especifica mas alta en el medio semisintético se observa después
de 18 — 20 h. de cultivo; es decir, al final de la fase exponencial y en melaza, a la mitad de la
fase exponencial.

El estudio de la tirosinfenoliasa (C.E. 4.1.992) de origen microbiano, tiene también muy

amplias perspectivas®>¢*!!811%167 Esta enzima tiene una especificidad de sustrato de grupo y
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cataliza una serie de reacciones de disociacién o y B. B - sustitucién y de racemizacién; de
esta manera, cataliza la formacién de aminoacidos derivados de L-tirosina que son preparados
medicinales muy importantes: L-DOPA, L-trioxifenilalanina, metil-cloro-tirosina y acido 3,4-
dihidro-3-amino-7-hidrocumarico. En algunas bacterias como: E. herbicola, E. coli y C.

freundii, se ha descubierto una alta actividad tirosinfenoliasa, que fue inducida por la adiciéon

3364118119

de tirosina al medio de cultivo

Se ha efectuado también, la sintesis de L-triptofano a partir de indol, piruvato y
amoniaco bajo una reacciéon reversible catalizada por triptofanasa exogénica libre e
inmovilizada en cefarosa, la cual fue segregada al medio de cultivo por células de E. coli K-
12. En el laboratorio del Proff. Yamada en Japén, se descubrié que la triptofanasa endégena
esta ampliamente distribuida en 40 cepas de la familia Enterobacteriaceae'®. Resulté que la
triptofanasa, a semejanza de la tirosinfenoliasa, tiene una especificidad de grupo y cataliza
reacciones reversibles de o y B-disociacién de triptofano, S-oxitriptofano y 3-metiltriptofano.
Durante la sintesis de triptofano a partir de indol, ademas del acido pirivico, pueden
utilizarse: cisteina, cistina y acido oxalacético. Todas las reacciones enumeradas de la
triptofanasa, las catalizan también células libres de Proteus rettgeri A12770. La produccion de
fenilalanina utilizando células de microorganismos como catalizadores, es un proceso que se
dificulta debido a la reversibilidad de la reaccién ocasionada por la inhibicién de la
fenilalanina amoniacoliasa por el acido transcorismico y por lo tanto, la degradacién de L-
fenilalanina en 4cido transcorismico y amoniaco . Esto fue superado agregando amoniaco en
concentraciones muy altas; pero aun asi. la formacion de fenilalanina solo pudo ser registrada

por un método altamente sensible'’’. Las células de Rhodotorula texensis, productor de
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fenilalanina amoniacoliasa, fueron exitosamente utilizadas para separar a la fenilalanina de la
mezcla de aminoacidos que se utiliza para el tratamiento de los nifios fenilcetontricos®.

Dentro de los métodos enzimaticos de obtencién de L-aminoacidos, es necesario
mencionar el proceso en el cudl se utiliza un aminoacido para obtener otro. Esto fue realizado
por primera vez por Franks®*; las células de St faecalis inmovilizadas en gel de
poliacrilamida, efectuaron la transformacién de arginina en omitina por la ruta de la
argininohidrolasa. La ausencia de citrulina en el eluido, 1a cual es una sustancia intermedia de
esta cadena de reacciones, demostré que las células inmovilizadas estaban intactas, ya que
solamente las paredes de células dafiadas de esta cepa, son permeables para la citrulina, lo que
aseguro su transformacion rapida en omnitina. La L-citrulina que tiene aplicacién en medicina,
fue obtenida de L-arginina utilizando células inmovilizadas de Ps. putida ATCE4359,
productor de L-arginina-desaminasa; esta cepa no tiene ornitina-trans carbamilasa y por eso la
omitina no se transforma posteriormente en ornitina.

La histidinasa formada por algunos microorganismos como Achromobacter liquidum
IAM 1667, separa el amoniaco de la histidina formando dcido urocanico el cual es un
protector solar y se utiliza en cosméticos y en preparados farmacéuticos' .

- Otros ejemplos de sintesis de aminoacidos por método enzimatico utilizando células de
microorganismos completas como catalizadores.
1. Acido L-aspartico a partir de fumarato de amonio utilizando células de E. coli ATCC

11 30351,90,144.”9, 163.173

2. Acido L-aspartico a partir de fumarato de amonio utilizando células de E. coli

=9,
85 l65.l75_l76.l77.|78.

29



-

3. Obtencidn de acido L-aspartico utilizando células de Alcaligenes metalcaligenes'>®

4. Sintesis de L-tirosina y L-3,4 dihidroxifenilalanina utilizando células de C. freundii como

. 119.146.187
catalizadores A

5. Produccién de L-lisina, en un cultivo continuo de C. qut&micumg'.

La sintesis enzimatica de L-aminoacidos, se ha fortalecido con la inmovilizacién en
soportes de distinta naturaleza, de c€lulas de microorganismos que se utilizan como
biocatalizadores en los diferentes procesos; va que esto ha abierto las posibilidades de la
catalisis heterdgenea lo cual repercute en una estabilidad alta. pureza del producto terminado y
una separacion simple de la mezcla reaccionante'? '

La biotecnologia modema ha introducido un concepto bastante cercano al de “sintesis
enzimatica” en el que se emplean cé€lulas de microorganismos como catalizadores, el de
biotransformacién o transformacion microbiana, que comprende las transformaciones de
sustancias, realizadas por células de microorganismos, en determinados productos cuya
estructura es parecida a la de la sustancia original. No ocurre una degradacién completa del
sustrato como en un proceso fermentativo y solamente tienen lugar cambios no muy
significativos que conducen a la obtencion del producto con propiedades practicas completas.
Estas transformaciones estan relacionadas con una o con varias reacciones enzimaticas que
tienen una serie de ventajas frente a los métodos quimicos de modificacién en lo que se refiere
a la estereoespecificidad, al surgimiento de la reaccion en condiciones suaves y a los altos
rendimientos del producto. Las biotransforrnaciones pueden ser efectuadas por células que

estan creciendo o en reposo, por esporas, por células deshidratadas utilizando acetona o aire, o



por células inmovilizadas®®%¢'°"1%_Es muy importante la permeabilidad de la membrana para
los sustratos. Muchos de ellos no pasan a través de la membrana y esta tiene que ser
modificada para hacerla mas permeable'ss. Durante la biotransformacion de sustancias
orgénicas, un significado muy importante lo tienen los diferentes mecanismos reguladores de
la actividad y sintesis enzimatica de las células microbianas, incluyendo la induccién y
represién. La transformaciéon microbiana es una propiedad natural de los microorganismos,
ampliamente distribuida en la naturaleza, la cudl es utilizada por el hombre para la obtencion
de diferentes productos de valor agregado, entre ellos, diferentes aminoacidos. Se conocen
miles de procesos de biotransformacién; algunos de ellos son: hidroxilacidon, hidrélisis,
metilaciéon, condensacién. descarboxilacion. oxidacién, esterificacion, rompimiento de los
enlaces C-C, desmetilacion. hidratacién, aminacién, amidacioén, racemizacién, epoxidacion,

acilacién. fosforilacion, reduccién, desaminacién, halogenacién, etc'®,
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CAPITULO II
2.1 APLICACIONES Y METODOS DE SINTESIS DEL AMINOACIDO L-
ASPARTICO
2.1.1. APLICACIONES

El interés por la produccion del aminoacido L-aspartico, desde el punto de vista de su
aplicacion en farmacologia, aumenté significativamente después de los trabajos de Leiborit
y col. en 1958 relacionados con su accion fisiologica y terapéutica. El acido aspartico
participa en reacciones de transaminacion que son de vital importancia para la célula, ya
que mediante la transaminacién con el acido a-cetoglutarico, se transforma en 4cido
oxalacético, un intermediario importante en le ciclo de los acidos tricarboxilicos, que es una
de las etapas finales del catabolismo oxidativo. Ademas, es un antecesor de los nucleétidos
pirimidicos; en el organismo sirve de base para la sintesis del acido orético, un antecesor de
la uridina®**'?%. En combinacién con la glucosa y con el sorbitol, se utiliza para la curacién
de enfermedades del higado'”. Sus derivados entran en la composicién de preparados
psicotrépicos, posee una accion antidepresora8 y se utiliza también en el tratamiento de la
intoxicacion alcohdlica. El aspartato de potasio y magnesio se utilizan para tratar la fatiga e
insuficiencia cardiaca y el aspartato de hierro, las anemias.

En la industria alimentaria se utilizan distintos derivados del dcido L-aspartico, por
ejemplo, el aspartato de sodio es un componente de las especias para mejorar el sabor de
algunos productos alimenticios. El aspartame es un dipéptido formado por el acido L-
aspartico y el metil-éster de la fenilalanina, comercializado como un edulcorante de bajas
calorias que tiene gran demanda en la industria alimentaria**’®!'#'¥2_ En la agricultura, el

acido aspartico en combinacidn con la lisina, se utiliza como estabilizador de fungicidas ™.
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2.1.2 METODOS DE SINTESIS

La obtencién del aminoacido L-aspartico, ha recorrido todas las rutas posibles para
este proposito: por separacion de hidrolizados proteicos, por el método quimico,
microbiolégico y actualmente, el que se considera mas perspectivo, el método enzimatico
que en este caso puede considerarse como una biotransformacién microbiana.

Inicialmente fue producido por separacién de hidrolizados proteicos vegetales y
animales; posteriormente por sintesis quimica, la cuil esta fundamentada en el empleo de
éteres metilicos del acido nitroacético. La base de este método la constituye la excepcional
capacidad reaccionante del grupo metilénico del éter mnitroacético, condicionada por la
cercania de grupos nitro y éteres complejos. El acido DL -aspartico, con un rendimiento del
55%, se obtiene por alquilaciéon del éter metilico del acido nitroacético por el acido

cloroacético en soluciones dipolares no protonadas de acuerdo al siguiente esquema:

HOOC — CH>Cl + O-NCH,COOCH; —— > HOOC — CH; — CH(NO,)COOCH;
— HOOC — CH; — CH(NH;) — COOH
En la primera fase participa CH3;ONa y en la segunda: H», Ni, 2H,O(H")

La obtencién del acido L-aspartico en forma de racemato, se realiza también por
sintesis quimica a partir de maleato (o fumarato) de amonio, este dltimo es obtenido del
anhidrido malé€ico. La soluciéon de maleato (o fumarato) de amonio, junto con NH4Cl y
amoniaco (pH 7.5). se calienta durante 75 min a 180°C. El acido DL-aspartico se separa en
su punto isoeléctrico con un rendimiento del 79%. Como derivado se forma el acido a-
imino, a’disuccinico que revierte el proceso.

Las caracteristicas de la sintesis quimica del dcido aspartico se pueden resumir en que

no es necesaria la utilizacion de materia prima alimenticia, en la variedad de sustancias
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iniciales, pero tiene desventajas, que es un proceso de etapas miiltiples, que el aspartico se

obtiene como mezcla racémica cuya separacion en los isémeros D y L aumenta el costo del

9. 124
proceso 1 .

Para la obtencion del acido aspartico por fermentacion por distintos microorganismos,
se pueden utilizar residuos de la industria alimentaria y obtener el isémero L'?'; sin
embargo, el rendimiento es de algunos gramos por litro de medio de cultivo y otra de las
desventajas es la separaciéon del producto terminado. En el afio de 1960, se efectuaron
estudios sobre la fermentacion del acido aspartico utilizando fumarato como unica fuente
de carbono en el medio de cultivo’’. Después de un screening, se seleccionaron dos
microorganismos: Ps. fluorescens 6009-2 y una mutante ki-1023 derivada de E. coli k-12.
Se estudid el efecto de la adicion de diferentes sales de amonio y se obtuvieron mejores
resultados con las sales de fumarato de amonio; se estableci6 también que al afiadir glucosa
al medio de cultivo, se formaban otros aminoacidos y disminuia la cantidad del acido
aspartico formado. Este trabajo es uno de los primeros reportes que se tienen sobre la
sintesis ferrmentativa del acido aspartico y se consideraba, en ése tiempo, un procedimiento
con ciertas ventajas para la obtencion de este aminoacido®.

Los requerimientos, cada vez mayores, del acido L-aspartico, obligaron no solamente
a perfeccionar los métodos ya existentes para su obtencion; sino también, a buscar nuevos
caminos para su sintesis >*. Asi, el desarrollo de Ia ingenieria enzimatica y la obtencion de
preparados estables, tanto de enzimas como de cé€lulas de microorganismos con actividad
aspartasa. permitieron considerar el método de sintesis enzimatica como una alternativa con

perspectivas mas amplias para la obtencién del acido L-aspartico'"'3°,



2.2 CARACTERISTICAS DE LA ASPARTATOAMONIACOLIASA.

Una de las enzimas mas estudiadas, tanto desde el punto de vista tedrico como
practico, es la aspartatoamoniacoliasa o aspartasa o fumaratoaminasa (C.E. 4.3.1.1). De
acuerdo a la clasificacion internacional de enzimas, pertenece a la clase de las liasas, las
cuiles catalizan la unién de diferentes grupos funcionales a dobles enlaces y al contrario, la
disociacion de grupos con formacién de dobles enlaces. A excepcion de iones metalicos
(Mg>", Mn;") no requiere la presencia de cofactores para la expresion de su actividad
catalitica®'. La reaccion catalizada por la aspartasa posee interés no sélo desde el punto de
vista tedrico. sino también practico'''**!'7® Consiste en la aminacién reversible del acido

fumarico por amoniaco, con formacién de acido aspartico:

HOOC — CH HOOC — CH;
Il Aspartasa |
HC + NH; ——8— HC — NH;
| {
COOH COOH

La historia del descubrimiento de la aspartasa. se analiza ampliamente en el trabajo de
Ruban y col. dénde se sefialan las tres etapas de estudio de esta enzima'’'. Después del
descubrimiento por Gardner en 1901 en la bacteria E.coli, dejé de estudiarse durante mucho
tiempo. Posteriormente Quastel y Woolf en el afio de 1926, establecieron la estequiometria
de la reaccion aspartasa y definieron a la enzima como una desaminasa. Woolf la llamé
aspartasa y de esta manera se le conoce en forma trivial. La enzima comenzé a estudiarse

activamente a principios de los afios 50’s; principalmente Elfolk en Finlandia***” y

Kretovich en la antigua URSS35-87_
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Umberger y Elfolk*7!54, suponen que la aspartasa cumple una funcién catabdlica en la

célula y que la sintesis del dcido aspartico ocurre mediante la transaminacién del acido
oxalacético con el glutdmico. EJ producto de la reaccién aspartasa se considera un iniciador
para la biosintesis de una serie de aminoacidos: asparagina, lisina, metionina, treonina,
isoleucina, que son conocidos como la “familia del acido aspartico™'?®

Inicialmente se consideré que la aspartasa era una enzima bacteriana***"%,
: i g pge _— . 41.47.86,121
ampliamente distribuida entre los grupos taxonémicos de los procariotas . Elfolk
enumerod una larga lista de microorganismos con actividad aspartasa: E.coli, Ps.fluorescens,
P. vulgaris, S. marscecens, Salmonella sp, Vibrio sp, Staphylococcus sp, Aerobacter sp,
Bacterium cadaveris, Lactobacillus helveticus. Investigaciones posteriores demostraron la
presencia de la aspartasa en plantas superiores®>%¢!2! Esta enzima se ha descubierto
también en animales, durante el periodo de ontogénesis de una especie de rana®®, en las

mitocondrias del higado de ranas™. Se han obtenido preparados parcialmente purificados

- - 41, 2.
de aspartasa de algunas especies procariotas® 6162170 aunque se ha demostrado que

durante las etapas de purificacién se pierde significativamente su actividad catalitica por lo

que se considera una enzima bastante inestable en forma puriﬂcadam"‘sz'”o.
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2.3 PRODUCCION INDUSTRIAL DE ACIDO L-ASPARTICO POR METODO
ENZIMATICO.

A mediados de los afios 70’s, en Japén se comenzaron a obtener preparados de acido

L-aspartico utilizando aspartasa de origen microbiano?’??; posteriormente se hicieron

diversos intentos para inmovilizar la enzima y el extracto celular liofilizado y no se

obtuvieron buenos resultados®. Debido a esto, en 1973, un grupo de investigadores

japoneses bajo la direccion del Proff. Chibata, propusieron un método de obtencién de
acido L-aspartico a partir de fumarato de amonio mediante células de bacterias
inmovilizadas'®?"'**. Seleccionaron seis especies de bacterias, que al ser inmovilizadas en
gel de poliacrilamida efectuaban la sintesis del acido L-aspartico. Los mejores resultados
fueron obtenidos con E.coli ATCC No.11303%72829303LI25.126127 1 4 jnmovilizacion de las
células al ser tratadas con reactivos bifuncionales y ser encapsuladas en poliurea, ocasioné
la pérdida de la actividad aspartasa. La efectividad de la inmovilizacion en gel de
poliacrilamida, no fue superior al 73%.

Las células de £.coli fueron inmovilizadas despugs de mantenerlas en una solucién de
fumarato de amonio 1.0 M a 37°C durante 24 — 48 h. Como resultado de este tratamiento.
hubo una autdlisis parcial, aumenté la permeabilidad de la pared celular y de la membrana
citoplasmatica y la actividad aspartasa de las células, creci6 de 8 a 9 veces'™.
Posteriormente, se utilizaron las células de E.coli inmovilizadas en gel de poliacrilamida
para obtener en forma continua el aminoacido L-aspartico utilizando un reactor en
columna, en el cuil, el volimen inicial era aproximadamente de S0 ml y después, en una
columna seccionada con un volumen de 1 L. Asi, en el otoiio de 1973, investigadores

japoneses establecieron un reactor industrial con células de microorganismos inmovilizadas
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en calidad de catalizadores. Las investigaciones demostraron, que la formacién de acido L-
aspartico en el reactor, surgié de acuerdo a una reaccién de orden cero, lo que indica
ausencia de activacion o inhibicién por sustrato o producto de la reaccién y la ausencia de
problemas de difusién. En 120 dias de trabajo de la columna, a una temperatura de 37°C, la

actividad aspartasa disminuyé s6lo un 50%?27-167

- A una temperatura mas baja, la estabilidad
de las c€lulas de E.coli inmovilizadas, fue ain mas alta. De esta manera, se disminuy6 hasta
un 60% el costo del 4cido L-aspartico en comparacion con el preparado obtenido en
reactores periodicos utilizando células libres.

A finales de los afios 70°s, este grupo de investigadores'%-12%-126

., compard la
eficiencia de las células de E.coli inmovilizadas en gel de poliacrilamida con las mismas
células de E.coli, pero inmovilizadas en gel de k-carragenina y encontraron que al utilizar
este ultimo soporte para la inmovilizacion. las células de E.coli exhibian una actividad
superior. Asi. en 1978 se cambid el soporte que se habia utilizado inicialmente por la k-
carragenina para la inmoyvilizacion del microorganismo utilizado en la produccion industrial
del acido L-aspartico.

En 1984 se publicaron trabajos’ sobre el desarrollo de una nueva cepa: EAPc-7
derivada de la £.coli 11303 con una actividad aspartasa superior; sin embargo, esta cepa
tenia una desventaja, poseia mas actividad fumarasa; es decir, que transformaba el acido
fumarico en malico y esto constituyé un problema para la produccion industrial del acido

L-aspartico. De acuerdo a este trabajo, se realizaron tratamientos para eliminar la actividad

fumarasa y asi, utilizar esta cepa para la produccién industrial del aminoacido mencionado.
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En el afio de 1974, en otra parte del mundo, en Rusia, en la Universidad Estatal de
Mosca, M.V. Lomonosov, se iniciaron las investigaciones bajo la direccion de los
académicos: 1.V. Berezin, E.N. Kondriateva y N.S. Egorov, sobre el empleo de células de
microorganismos inmovilizadas para la obtencién de aminoacidos naturales® '®®. Fueron
seleccionadas varias cepas bacterianas con actividad aspartasa; posteriormente se eligieron
las condiciones de activaciéon e inmovilizacion de células de E.coli 85 que fue el

microorganismo seleccionado para esta sintesis. Sin embargo, a pesar de los buenos
resultados obtenidos con este biocatalizador!!-83-165.173.176.177.179 o] mercado del aminoacido
L-aspartico contintia en manos de industrias japonesas principalmente.

En el aio de 1998, apareci6é publicada en una pagina de internet, informacién sobre
una compania japonesa “Nippon Shokubai Co.” que ha desarrollado un nuevo proceso de
produccion de acido L-aspartico, mediante sintesis enzimatica. Lo novedoso de este
proceso, al parecer, es una nueva enzima que describen como original y con una actividad y

un tiempo de vida media mas altos. La compaiiia tiene entre sus planes, construir esta

planta en otra factoria llamada Himeji.que produce la materia prima que se utilizara. el

acido fumarico.
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CAPITULO III
LOS MICROORGANISMOS COMO CATALIZADORES

LLa vida del hombre esta intimamente relacionada con los seres vivos del micromundo; a
nivel de la biosfera en general, incluyendo todas las regiones del planeta, los microorganismos
juegan un papel muy importante en la asimilacion de la energia solar. La actividad biologica
de los microorganismos es considerada una de las etapas fundamentales en el ciclo del
carbono, oxigeno, nitrégeno y de otros elementos necesarios para la vida®"?.

Los microorganismos han servido a la humanidad desde sus inicios; los antiguos
griegos, atribuian a su dios Dionisio el descubrimiento del proceso de fermentacion y
vinateria, y en el "Monumento azul™ que data del afio 7,000 a.C., esta escrito ¢l proceso de
fabricacion de cerveza en Babilonia. De igual manera, en la alimentacién del hombre, los
procesos de fermentacion han jugado un papel muy importante; con ayuda de ellos se obtiene
por ejemplo: queso, pan. yoghurt, salsa de soya, etc. Fue hasta mediados del siglo antepasado,
cuando Pasteur establecio la enorme importancia de los microorganismos en todas las
actividades relacionadas con el hombre. A principios del siglo XX, Buchnner, Neiberg y
Weitsman elaboraron los esquemas técnicos de produccion de etanol, glicerina y otros
quimicatos con la participacion de los microorganismos. En los afios 40's de nuestro siglo, los
adelantos en biologia, genética microbiana y tecnologia, originaron la era de los antibidticos;
en este periodo nacid la tecnologia bioquimica; se inici6 asi, la transformacién de lo que hoy

se conoce como Biotecnologia, de un arte empirico a una ciencia planificada con optimizacién

40



. 43
de tecnologia it

Como resultado de trabajos complejos en el area de biologia molecular y de genética
microbiana, se llegd a comprender que los microorganismos pueden participar en toda €sa
diversidad de procesos mencionados, gracias a sus sistemas enzimaticos, ya que en ellos esta
fundamentada la actividad vital total de las células. Estos trabajos tedricos fueron la base para

la elaboracion de la tecnologia del DNA recombinante cuyas posibilidades de aplicacion son

22.38.128,136,138
enormes .

En los tiempos actuales, los procesos de produccién basados en la actividad catalitica de
los organismos vivos han adquirido un significado muy importante. La Biotecnologia
modema, directa o indirectamente esta relacionada con la genética de los microorganismos.

En primer lugar, los microorganismos constituyen una parte esencial de los procesos
biotecnoldgicos tales como la biosintesis de antibidticos, enzimas, aminoacidos, en la
produccion de proteinas humanas (interferén, hormonas), etc. En segundo lugar, hasta la
transferencia de genes en las células vegetales y animales se realiza con ayuda de una
clonacidén primaria que se efectia en los microorganismos. El problema principal en éste caso,
es una reorganizacion del genoma de la célula microbiana con el objeto de una reorientacion
de la ruta de biosintesis en la direccién necesaria®>>%3-65-96-120,

En la actualidad, en el drea de produccién de enzimas, practicamente la mitad de su
produccion y las perspectivas para su obtencion, estan fundamentadas en la actividad vital de
los microorganismos. La causa principal del interés que ha despertado la utilizacion de los
microorganismos como fuentes principales de enzimas, se explica por la facilidad con que se

logra aumentar la cantidad de enzima sintetizada mediante cambios realizados en el medio
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ambiente del microorganismo y con ayuda de manipulaciones genéticas. Existen otras razones

que explican la utilizacién de c€lulas de microorganismos como catalizadores:

1.

La economia relativa del cultivo de microorganismos a nivel industrial utilizando medios
con un costo no muy elevado y el rapido crecimiento de las células microbianas.

La enorme variedad de reacciones que los microorganismos son capaces de efectuar.

Los microorganismos sirven como fuente, no solo de enzimas que se encuentran en
plantas y animales sino también, de una serie de enzimas que no han sido descubiertas en
la naturaleza en otras fuentes; por ejemplo: tanasas. celulasas, queratinasas, hidrogenasas,
etc. Solo en algunos microorganismos se han encontrado enzimas que catalizan la
oxidacion del metano, metanol. CO, cianuro. Entre los microorganismos se encuentran
especies que crecen a 87°C y a mas de 100°C que constituyen una fuente invaluable de
enzimas termoestables para objetivos biotecnologicos principalmente.

La capacidad de los microorganismos de adaptarse a diferentes condiciones, lo que
permite trasladar microorganismos de la naturaleza a la produccién donde estos pueden

crecer utilizando fuentes baratas de carbono y de nitrégeno'w"“.

Los microorganismos: bacterias, levaduras y hongos miceliales, son productos

sorprendentemente perfectos de la naturaleza que pueden utilizar, para vivir y multiplicarse,

un solo sustrato organico y sales minerales, capaces de vivir en condiciones aerobias y

anaerobias, a temperaturas cercanas a 0 y 100°C. Toda la actividad vital y todos los

mecanismos de la célula microbiana, estan prograrmados para que ocurra un crecimiento y una

divisioén sin escalas, mientras existan en el medio condiciones minimas para ello. Estas
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propiedades unicas de las c€lulas microbianas, hacen posible una aplicacién efectiva de los
microorganismos en la actividad humana ya que en ellos estan contenidas practicamente todas
las enzimas que se conocen en la actualidad®’. Muchas reacciones hidroliticas y de
oxidoreduccion, pueden ser realizadas con ayuda de preparados enzimaticos; pero existen
reacciones enzimaticas complejas que requieren energia y que son catalizadas por organismos
vivos, productores de las enzimas com:spondienteszl-

Las sustancias que son producto de la actividad vital de los microorganismos y que
tienen importancia industrial, por su naturaleza y significado para la misma célula microbiana,
se dividen en tres grupos principales:

a) Macromoléculas (enzimas, polisacaridos, etc. con masas moleculares desde 10 mil hasta
varios millones de daltons),

b) Metabolitos primarios (sustancia necesarias por los microorganismos para €l crecimiento:
aminoacidos. nucleétidos piricos y pirimidicos, vitaminas y otros),

c) Metabolitos secundarios (que no necesitan los microorganismos para crecer: (antibioticos,
toxinas, alcaloides, factores de crecimiento y de defensa para las plantas, etc.)s.

Los metabolitos primarios y secundarios generalmente tienen una masa molecular baja
en comparacion con las enzimas, menor de 1,500 Da. Es importante senalar que todos los
procesos en la célula microbiana, estin sometidos a reglas estrictas de economia y que los
metabolitos primarios, por ejemplo, son producidos en la cantidad estrictamente necesaria
para el crecimiento celular. De tal manera que la rentabilidad de los productos originados por
sintesis microbiana, esta basada en que se acumulen en cantidades tales que justifiquen los

gastos tanto energéticos como de utilizacién de sustancias para los medios de cultivo y
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también para la separacion del producto en la forma en que se utilizara posteriormente®™. En la
actualidad, en muchos paises del mundo, el fuerte desarrollo que han tenido los procesos
biotecnolégicos, ha permitido producir antibidticos, enzimas, isOmeros biologicamente
activos de una serie de aminoacidos, factores de crecimiento y defensa de las plantas, proteina
unicelular, vitaminas etc., en una forma mas o menos simple con ayuda de microorganismos a
partir de materia prima accesible y barata. En los dltimos aiios también, estas procesos han
encontrado aplicacion en la mineria, en la lixiviacion de metales, para aumentar el
rendimiento del petréleo, etc.’*’*?. La sintesis de metabolitos primarios y secundarios por
microorganismos, puede ser representada como un proceso que se inicia con la absorcién del
sustrato por la cé€lula (fuente de carbono y nitréogeno, microelementos, etc.) y que pasa después
por una serie de etapas catalizadas por diferentes enzimas, una parte de las cuiles, participa en
la regulacidén de la sintesis de la sustancia necesaria o de sus antecesores. Las sustancias
intermediarias pueden servir como antecesores de otros metabolitos y consumirse en su
sintesis o ser productos finales de otras rutas metabolicas, tener su regulacion propia y
consumirse en otros requerimientos celulares*’. Sin embargo, las cepas naturales de los
microorganismos. generalmente no poseen la capacidad de producir en grandes cantidades los
productos mencionados con anterioridad; asi que para la mayoria de los problemas
industriales, el programa genético de la célula debe ser reestructurado de tal manera que se
dirija el potencial biosintético de la célula a la produccion de un producto necesario y no a una
produccién para si misma. Aun en los casos en los que el objetivo sea la simple obtencion de
biomasa (proteina unicelular), pueden ser requeridos algunos cambios en las propiedades, que

mejoren los parametros tecnolégicos del proceso; es decir, que aumenten la conversion del



sustrato en producto?102.138 Ep relacién con esto, se debe no solo reforzar la capacidad
natural del microorganismo de producir una determinada sustancia (antibidtico, enzima,
toxina, etc.), sino en muchos casos, de crear un productor a partir de una cepa silvestre capaz
de sintetizar sustancias que no era capaz de producir. En realidad, durante mucho tiempo y
aun en nuestros dias, el unico método para el mejoramiento de los microorganismos, que
desde el punto de vista de la genética no ha sido suficientemente estudiadas, es la mutagénesis
inducida y la seleccion gradual de las mejores variantes® **'33, El método es bastante
laborioso, ya que generalmente se realiza sin un conocimiento detallado de las rutas
biosintéticas, que en caso contrario, disminuiria significativamente el problema de la creacién
de cepas altamente productoras. El desarrollo de la metodologia de ingenieria genética, que
hizo posible aislar y cambiar genes, ampli6 en gran medida las posibilidades de
reorganizacion del genoma microbiano; la tendencia actual es la construccion de cepas
microbianas con propiedades determinadas, utilizando datos fundamentales de biologia
molecular, genética € ingenieria genéticajusm. En la actualidad, se han dado pasos
importantes en €l desarrollo de una nueva area que ha renovado el interés, tanto de cientificos
bioquimicos como microbidlogos que tratan de manipular el metabolismo celular utilizando
las herramientas que proveen la biologia molecular modema; el desarrollo de estas
investigaciones esta basado en el concepto de “redes” en el sentido de que el entendimiento
del metabolismo y funcionamiento celular puede ser obtenido considerando en conjunto a los
componentes de las reacciones bioquimicas mas que en forma individual. L.a modificacién de
las redes metabdlicas de las reacciones bioquimicas con un objetivo especifico, ha sido

definida como “ingenieria metabdlica”. La ingenieria metabdlica va mas alla de la simple
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manipulacién de la velocidad de las reacciones bioquimicas. L.a modificacién de las redes
metabdlicas tiene como objetivo, redirigir los flujos de carbono y energia para lograr un
objetivo particular; tipicamente, para incrementar la velocidad de formacién de un producto
deseado o para reducir la formacién de un producto secundario no deseado. Estos conceptos
fueron aplicados a la red de bioreacciones de la familia de aminoacidos del 4dcido aspartico y

se definieron los puntos criticos de ramificacién y su flexibilidad'*®,

3.1 REGULACION DEL METABOLISMO EN LA CELULA MICROBIANA.

En el proceso de crecimiento y actividad vital de la célula microbiana. se realiza un
enorme numero de reacciones catalizadas por enzimas; muchas de estas enzimas que
pertenecen a rutas catabdlicas o anapleréticas, son necesarias a los microorganismos
solamente bajo determinadas condiciones de crecimiento®. Uno de los problemas importantes
de la microbiologia, es el estudio del mecanismo de regulacion del metabolismo en los
microorganismos. Estos mecanismos aseguran la coordinacion de la actividad metabdlica de
sistemas enzimaticos definidos y permiten a la célula, en forma econémica y racional, la

A N\ . -~ 107
utilizacién de sustancias nutritivas

. Si la célula se ubica en un medio que contiene una
sustancia de alto peso molecular, por ejemplo, almidén, también amonio y sales minerales,
esta debe al principio hidrolizar el almidon hasta glucosa, asegurar la entrada de la glucosa a
la célula, disociarla en sustancias con dos y tres atomos de carbono, introducir estas moléculas
pequerias en el ciclo de los acidos tricarboxilicos con el objeto de proporcionar energia a la

célula y sustancias intermedias. Las sustancias intermedias formadas en el ciclo de los acidos

tricarboxilicos y en otras reacciones, deben transformarse en bloques estructurales tales como:

46



20 aminoacidos, 4 ribonucledtidos, 4 desoxirribonucledtidos, cerca de 10 vitaminas, dacidos
grasos, azucares, hexosaminas. Los bloques estructurales, a su vez, deben transformarse en
aproximadamente 2,000 proteinas, acido desoxirribonucléico (DNA), tres tipos de &acido
ribonucléico (acido ribonucléico mensajero, mRNA; nbosomal, IRNA y de transferencia
tRNA), polisacaridos, mucopéptidos, coenzimas y lipidos. Estas moléculas se utilizaran
posteriormente para la formacion de estructuras celulares tales como: nucleo, ribosomas,
membrana celular, pared, mitocondrias, flagelos, etc; el producto de estas maltiples
reacciones, es una nueva célula®’.

En la naturaleza, todas las especies orientan su objetivo principal a la sobrevivencia; asi
que en las especies microbianas, esto se relaciona principalmente con un crecimiento rapido y
efectivo. Indudablemente que si se detiene, temporal o definitivamente, la formacion de
algunos productos finales del metabolismo cuando su requerimiento cae temporalmente o
cuando se han acumulado en cantidades suficientes, es un hecho bastante favorable para el
organismo en cuestion. Experimentalmente se ha establecido que si una enzima es sintetizada
a una velocidad maxima, una parte de esta puede constituir desde un 5 a 8% de la cantidad de
proteina total'®. Evidentemente que si de las miles de enzimas que la célula es potencialmente
capaz de sintetizar, aunque solo algunas se formaran a una velocidad maxima, el crecimiento
de la célula seria mas lento, y el funcionamiento normal y aiun su sobrevivencia, seria
imposible. Por eso, los microorganismos deben poseer la capacidad de dirigir los procesos de
biosintesis y también de introducir reformas cualitativas en el trabajo del aparato metaboélico
como respuesta a las condiciones del medio. Para realizar estas funciones, las células

microbianas desarrollaron y hereditariamente reforzaron mecanismos reguladores complejos y
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delicados que aseguran la economia de los procesos metabdlicos y un alto nivel de
coordinacion. La seleccion de los microorganismos y la creacién de nuevas cepas para la
industria microbioldgica, esta dirigida, con frecuencia, a reforzar la formacion de algin
producto o hasta la sintesis de uno nuevo que no es propio de dicho organismo; a enriquecer
la poblacién con células productivas a cuenta de la disminucion de su actividad vital o del
nimero de células improductivas. La solucién de estos problemas, esta relacionada con
cambios en los mecanismos reguladores de la célula®”'®,

Uno de los problemas mas importantes en los procesos biotecnolégicos, es el aumento
del rendimiento del producto terminado (biomasa, productos intra o extracelulares),
exactamente, el aumento del rendimiento del producto en relacion con el sustrato o sustratos
utilizados'®'. Los genes bacterianos estan reprimidos en un 90-95%, lo que significa que solo
mediante la eliminacién de la represiéon natural se puede establecer un cultivo microbiano
completo, por ejemplo, para sintetizar nuevas sustancias, para asimilar nuevos sustratos que
anteriormente no eran utilizados o aumentar significativamente el rendimiento del producto
practicamente terminado; es decir, importante para la sobresintesis.

La alteracion completa de la regulacion de sintesis o degradacion de un determinado
producto en cepas microbianas, se puede provocar en forma artificial cambiando o afectando
el sistema de regulacion, lo cuidl puede hacerse por dos caminos principales: genético y
fisiologico. El cambio genético de la cepa se realiza mediante mutagénesis con la subsiguiente
seleccion del mutante y la utilizacion de métodos modemos de recombinacién por ingenieria
genética y celular. Los métodos mutacionales se diferencian de estos por que son muy

laboriosos y ademas, los mutantes obtenidos pueden sufrir reversion. Las cepas obtenidas por
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métodos de genética e ingenieria, son aun menos estables debido a que la célula trata de
liberarse del material genético introducido en ella si no existen ventajas selectivas. Lo anterior
esta relacionado con que en la sintesis de proteina, existe un gran gasto de energia (mas que
para la sintesis de otros polimeros); si las proteinas "ajenas™ constituyen, por ejemplo, el 10%
de las proteinas totales de la célula, entonces su velocidad de crecimiento disminuira en un
10% también en comparacidén con la cepa original. Por ejemplo, en el bacilo entérico se
introdujeron los genes de la somatostatina uniéndolos con los genes de la B-galactosidasa
(para que los genes de los eucariotas superiores pudieran transcribirse y trasladarse en las
bacterias); pero debido a que la formaciéon de la proteina compleja B-galactosido-
somatostatina por la bacteria, no tenia para ella ningun significado fisiologico, cesd de
sintetizar la molécula de B-galactosidasa completa. Lo cierto es que existen problemas
biotecnologicos que pueden resolverse solamente con ayuda de cepas creadas por métodos de
ingenieria genética: en este caso, se tienen que superar estas dificultades. Por ejemplo, algunas
proteinas humanas se obtienen con ayuda de cepas recombinantes de bactenas y levaduras ya
que la fuente de estas proteinas es cara y poco accesible; ademas, su obtencién en cultivos de
tejidos celulares de mamiferos no esta, por ahora. bastante desarrollada®.

Para aumentar el rendimiento de productos de origen microbiano, conservando la
estabilidad de la cepa utilizada, se emplean métodos fisiologicos. Para ¢llo, es necesario
conocer el significado fisioldgico del proceso correspondiente para el microorganismo
productor, la ruta de sintesis del metabolito y las condiciones 6ptimas de su sintesis. Ademads
de la gran variedad de reacciones de respuesta de los microorganismos a cambios en el medio

ambiente, se han establecido algunas regularidades generales basadas en la observacion de la
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conducta de los microorganismos en la naturaleza confirmandose posteriormente en el
laboratorio”*~>'®. Debido a que priacticamente todas las reacciones en la célula son
catalizadas por enzimas, la regulacién del metabolismo esta orientada a la regulacién de la
intensidad de las reacciones enzimaticas. La velocidad de estas altimas, puede ser regulada de
dos maneras basicamente: mediante un cambio en la cantidad de las enzimas y/o en el cambio

de su actividad; es decir, del grado de utilizaciéon de su potencial catalitico™".

3.1.1 REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS

Los factores que regulan la actividad de las enzimas son de naturaleza muy variada. Los
factores fisicos (temperatura, presién, luz, campo magnético, impulsos eléctricos) tienen una
accion menos especifica que los quimicos y la accion de estos, a su vez. puede ser de varios
tipos. Algunas sustancias quimicas se unen con el sitio activo de la enzima; por ejemplo,
sustratos, cofactores, inhibidores concurrentes o competitivos, lo que ocasiona un cambio de
la actividad enzimatica® . El método mas simple de regulacion de cualquier ruta metabélica,
puede estar basado en la accesibilidad del sustrato y también del cofactor. La disminucién de
la concentracion del sustrato, da lugar a una disminucién de la velocidad de flujo de las
sustancias a través de dicha ruta metabdlica. Por otro lado, el aumento en la concentracion del

sustrato, estimulara la ruta metabdlica. Un papel analogo puede jugar el aumento de la

concentracién del cofactor?'*°



3.1.1.1 REGULACION DE ENZIMAS ALOSTERICAS.

El mecanismo mas rapido, exacto y sutil de regulacion de la actividad de las enzimas, es la
regulacion a la que se somete un determinado tipo de enzimas que reciben el nombre de
alostéricas, las cuales generalmente ocupan posiciones claves en el metabolismo, ubicdndose
en puntos estratégicos: al principio de las rutas metabélicas o en los sitios de bifurcacién
(nodos), donde se separan o se juntan algunas rutas’~. Las enzimas alostéricas tienen un centro
catalitico y otro regulador; esta region fue llamada por J.Monod, J.Shanjo y F.Jacob, region
alostérica o centro alostérico (del griego <<alos>> - otro y <<stereos>> - superficial), el cual
esta espacialmente aislado del sitio catalitico, pero funcionalmente en intima interaccion. La
actividad catalitica de la enzima cambia como resultado de la unién de determinados
metabolitos con su centro regulador debido a que se altera la estructura terciaria de la enzima;,
a estos metabolitos se les conoce como efectores.

Cuando ocurre un dafio mutacional del centro alostérico, el proceso de biosintesis no
sera disminuido por el producto final y este altimo empieza a segregarse al medio. Para la
eleccion de mutantes de este tipo, se utilizan analogos estructurales de metabolitos; por
ejemplo, el S-metiltriptofano, analogo al triptofano, al igual que este reprime la sintesis de la
antranilatosintetasa pero no sustituye al triptofano en la proteina y por ello mantiene et
crecimiento de la célula microbiana.®”®’.

Ademas de los productos finales de una ruta metabdélica dada, los efectores pueden ser
sustratos de enzimas y también, algunos productos finales de rutas metabolicas afines. En los
uitimos afios se ha llegado a reconocer la importancia de otro método de regulacion del

metabolismo. el cambio de la actividad enzimatica como resultado de la modificacion
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covalente de su estructura. En algunos casos, las formas activa e inactiva de la enzima
resultado de una protedlisis limitada puede servir de mecanismo que asegure la represién o
cese de alguna actividad bioldgica. Algunas isoenzimas poseen diferentes propiedades

reguladoras y cada una de ecllas es controlada individualmente por “"su” producto

fma]37'43‘63‘67'”4_

3.1.1.1.1 REGULACION DEL TIPO FEED BACK O RETROINHIBICION.
Los procesos de biosintesis de muchos de los llamados metabolitos primarios o esenciales, se
caracterizan porque el producto final de dicha ruta biosintética, al aumentar su concentracion,
baja la actividad de la primera enzima de esta ruta. Como resultado de esta disminucién, el
proceso correspondiente de biosintesis se detiene; esto es, el producto final y también los
productos intermedios que participan en su formacién, no se acumulan en la célula. Este
mecanismo de regulacion automatica conocido como retroinhibicion o feedback, fue
inicialmente estudiado en 1953 por A.Novik y L.Silard al estudiar el metabolismo del
triptofano en E.coli en el que, un producto intermediario, el indolglicerofosfato (IGP) detiene
bruscamente si el triptofano se afiade al medio’".

La inhibicion del tipo feedback, se observa también en aquéllos casos en que las rutas

) . 4
metabdlicas resultan ramificadas™.

P Ps
A > B > C >D/

\ ~

E— > P, P2
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donde A, B y C son antecesores de cuatro productos finales Py -—— P4; D es antecesorde P> y
P3; E es antecesor de Ps. Esencialmente, la secuencia de las reacciones en las rutas
metabdlicas ramificadas, tienen cardcter lineal y son inhibidas por el producto final por el tipo
de feedback:
B—5P,D—5P,,D—5P;, C—>E— 5Py

En este caso es evidente lo siguiente: el mecanismo de regulacién debe ser de tal manera
que la sobreproduccién de uno de los productos finales no ocasione que se detenga la sintesis
de otros productos finales relacionados con él. Si la primera etapa de la ruta biosintética es
catalizada por una enzima, sobre la superficie de la molécula de esta enzima, se tienen

diferentes centros reguladores y a cada uno de ellos se une uno de los productos finales que

\ > &7
realizan la funcion de efector .

3.1.2 REGULACION DE LA SINTESIS DE ENZIMAS

La base de la regulacion del metabolismo celular, la constituyen dos procesos: inducciéon y
represion. Desde hace mucho tiempo se conoce que las posibilidades potenciales de las
células microbianas con relacion a la sintesis de diferentes proteinas con actividad catalitica,
son mayores que la realizacion de dichas posibilidades. Para los organismos, es muy favorable
que las enzimas que participan en la formacion y disociacion de una sustancia dada, se
sinteticen solamente cudndo la célula las requiera. Un enfoque fundamental para comprender
la naturaleza de los conceptos de induccion y represion de la sintesis de enzimas a nivel

molecular, fue introducido por los trabajos de Jacob y Monod realizados en 1961'%7 La
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expresion de la maxima economia del metabolismo celular, la constituyen los mecanismos
elaborados por la célula que regulan su composicidén enzimatica. Se ha demostrado que en los
organismos procariotas, bajo ciertas condiciones, el contenido de alguna enzima es de 1 a 2
moléculas; y en otras, constituye un cierto porcentaje de la masa celular. Muchos
microorganismos pueden crecer utilizando un gran numero de diferentes sustratos. Esto
significa que las células microbianas son capaces de sintetizar todas las enzimas necesarias
para la transformacion de dichos sustratos; es decir, poseen los genes estructurales
correspondientes. Para la sintesis de la mayoria de las enzimas que participan en el
catabolismo de los sustratos, se requiere la induccién. La formacion de enzimas que participan
en los procesos de anabolismo, por ejemplo. en la biosintesis de pirimidinas. purinas y los 20
aminoacidos, es regulada mediante represion. En la mayoria de los casos, la sefial para que se
detenga la biosintesis de proteinas, procede de los productos finales de este proceso (represion
por producto final). Si en el medio se tienen simultineamente dos sustratos, las células
microbianas {principalmente bacterias), generalmente considera aquél sustrato que asegura un
crecimiento mas rapido o que es mas facilmente asimilable. La sintesis de las enzimas que
disocian al segundo sustrato es reprimida y en este caso se habla de represion catabdlica.

La cantidad de una enzima determinada en la célula, puede ser regulada en varios
niveles: en la etapa de transcripcion, traslacién y también en el proceso de agrupacion y
destruccion de la proteina enzimatica. En la jerarquia de la accién reguladora, el mecanismo
mas complejo que controla la cantidad de enzimas en la célula, esta relacionado con el
proceso de transcripcion. Las senales quimicas especificas pueden iniciar o bloquear la

transcripcion de una determinada parte del acido desoxiribonucléico (DNA) y del acido



ribonucléico mensajero (mRNA). En el caso de la induccion, el mRNA participa en la
traslacion y termina la sintesis de la cadena polipeptidica. La regulacion de la sintesis proteica
a nivel de traslacion, puede realizarse en cualquiera de las etapas; tampoco se excluye la
posibilidad de cambiar el tiempo de vida media del mRNA por accion de diferentes efectores,
incluyendo productos finales de las rutas metabdlicas. Las enzimas realizan su funcion
metabdlica después de que han adquirido la estructura correspondiente. La velocidad de
formacion de esta estructura de orden superior, también se encuentra bajo control de
determinadas moléculas. De esta manera, el control a nivel funcional de la enzima activa,
puede jugar un papel esencial en la regulacion metabolica. Finalmente, la velocidad de
destruccion de la enzima, por accién de sefiales metabdlicas especificas también sera
determinada por su concentracion en la célula®’.

La regulacion de la sintesis de enzimas en la etapa de transcripcion, esta basada en que
la unién de los genes bacterianos ocurre selectivamente y en que la velocidad de formacion de
las copias del mRNA cormrespondiente, se encuentra bajo un complejo mecanismo de control.
La velocidad de la sintesis de enzima, determinada por esta etapa, puede cambiar en diferente
grado. En las células de los microorganismos eucariotas, al parecer no existen estructuras
genéticas formadas de acuerdo al tipo de los operones clasicos. El papel principal en la
regulacion de la transcripcion en este caso, lo deben desempefiar componentes estructurales de
la cromatina. ya que esta demostrado que la transcripcién de la matriz cromatinica en los
sistemas in vitro, conserva la especificidad inherente de las células de las que la cromatina ha
sido obtenida. Entre los componentes estructurales de la cromatina. se ha prestado una mayor

atencion a las histonas, las cudles son proteinas de caracter basico en las que los residuos de
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aminoacidos bésicos estin contenidos principalmente en las partes de la molécula que
aseguran la unién con ¢l DNA. La parte restante de la molécula, forma una a-espiral y al
parecer condiciona la interaccién de las histonas una con otra. Sin embargo, por si mismas las
histonas pueden crear el grado de selectividad necesario de la transcripcion, aunque de hecho,
ejercen un importante papel estructural. Otro elemento, probable regulador del mecanismo de
transcripcion del DNA en los eucariotas, son las “repeticiones muertas™ de secuencias de
bases, estructuradas entre sus secuencias anicas que ejercen funciones de genes estructurales y
que codifican mediadores proteicos concretos. Estas repeticiones muertas pueden jugar el
papel de centros de reconocimiento para la RNA polimerasa y en determinadas condiciones,
someterse a modificaciones conformacionales que liberen determinados locus de DNA para la
reaccion de la RNA polimerasa. También, un importante papel en la regulacion de la
transcripcién en eucariotas. al parecer lo juegan los desplazamientos de los "genes moviles”.
En la actualidad es dificil hacer una conclusién definitiva sobre la naturaleza de los
mecanismos finos de regulacion de la trancripcion en las células eucariotas.

Las enzimas, cuya sintesis en la célula ocurre a una velocidad constante como resultado
de una transcripcién constante de los genes correspondientes y que por consiguiente, estan
presentes en la célula a una concentracién mas o menos determinada, se llaman constitutivas.
A ellas pertenecen las enzimas de la glicolisis que transforman la glucosa en piruvato. Las
rutas metabolicas que funcionan con la participacion de enzimas constitutivas, son
controladas mediante la accion de otros reguladores; por ejemplo, de inhibicion alostérica.

Ademas de esto, en las células microbianas se tienen enzimas cuya cantidad puede

cambiar bruscamente dependiendo de la composicion del medio de cultivo. Esto ocurre como



resultado de la inclusién o exclusion de los genes que las determinan de acuerdo a las
necesidades de la célula; estas enzimas reciben el nombre de "inducidas”. Cuindo no existen
en el medio los sustratos de ellas, solamente estan contenidas en la célula en cantidades traza.
Si se afiade al medio de cultivo, una sustancia que sirva como sustrato de una enzima
determinada, ocurre entonces la formacion rapida de esta; es decir, la induccién de su sintesis.
Si el medio de cultivo contiene una sustancia que se considera un producto final de alguna
ruta metabdlica, inmediatamente cesa la sintesis de las enzimas de esta ruta. Este fen6meno
recibié el nombre de "represion por el producto final". Las enzimas que participan en esta
ruta, pueden ser desreprimidas; es decir, aumentar la velocidad de su sintesis si la
concentracion del producto final decae hasta niveles muy bajos. La desrepresion de estas

. > 3 . e 7
enzimas es analoga al fenémeno de induccién®’.

3.1.2.1 REPRESION POR PRODUCTO FINAL.

En el estudio del mecanismo de represion por el producto final, el papel esencial lo tiene el
hecho de que los genes estructurales de algunas enzimas anabdlicas en el cromosoma,
también estan organizados en forma de operon. Considerando lo anterior, la represion de la
sintesis de enzimas puede explicarse de la siguiente manera: cuando el producto de la ruta
metabélica se acumula en las células, interacciona con una proteina represora formando asi un
represor activo. Este tltimo se une a la region del operador y baja la transcripcion del operdn.
El tiempo de vida media del mRNA no se prolonga y por eso, el producto final detiene la
sintesis de la enzima solamente por un tiempo corto. El producto final, por si mismo, se

considera un correpresor pero no en todas las transformaciones anabédlicas. Durante la
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biosintesis de algunos aminoacidos, por ejemplo histidina y valina, el comrepresor es un
derivado del acido ribonucléico de transferencia (tRNA). Se debe seiialar también que la
unién de los genes responsables de la sintesis de enzimas anabdlicas en "clusters™, no es una
condicién esencial para la regulacién por el producto final. En las células de E.coli por
ejemplo, los genes que codifican las enzimas de la biosintesis de arginina, ocupan posiciones
diferentes en el cromosoma y todos ellos son excluidos por un mismo complejo represor, la
arginina.

La regulacion de la sintesis de enzimas mediante represion por producto final, resulta
mas compleja en el caso de rutas ramificadas del anabolismo. En este caso, si uno de los
productos finales baja completamente la formacion de las enzimas que participan también en
la sintesis de otros mondmeros, entonces podria presentarse una insuficiencia de las sustancias
necesarias para mantener el crecimiento de las células. Durante el estudio de la regulacién de
la sintesis de enzimas de rutas metabdlicas ramificadas, se encontré que existen dos
mecanismos que ayudan a superar las dificultades anteriormente mencionadas:

1) Las isoenzimas para las reacciones comunes, se sintetizan de tal manera que cada
producto final tiene "su" enzima cuya sintesis puede ser reprimida o desreprimida

2) Para la represion de la sintesis de enzimas, es necesario que todos los productos que se
sintetizan por accion de ellas, estén en exceso. Este tipo de represion se llama, represion
multivalente y di o trivalente si en ella participan dos o tres productos.

Los esquemas de regulaciéon han sido estudiados detalladamente para E. coli y S.
O phimurium, pero no deben ser considerados universales para todas las especies microbianas,

ya que se ha demostrado experimentalmente que en algunas otras células bacterianas como B.
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polymixa, Rhodospirillum rubrum y B. subtilis por ejemplo, se han desarrollado otros
mecanismos de regulacién. Se puede concluir que en el proceso evolutivo de diferentes
microorganismos, las rutas anabdlicas no han cambiado sino lo que ha cambiado

significativamente es su modo de regulacién63 s

3.1.2.2 INDUCCION DE LA SiNTESIS DE ENZIMAS.

El término, induccidén de enzimas, puede conceptualizarse como un aumento relativo de la
velocidad de sintesis de la enzima en respuesta a la presencia de una sustancia quimica, el
inductor’’. La sintesis inducida de enzimas en los microorganismos, fue descrita en los afios
30's, pero el mecanismo de este proceso permanecié incomprendido durante mucho tiempo;
esta fundamentada en un fenémeno ampliamente conocido, como es la adaptacién de los
microorganismos a diferentes condiciones del medio ambiente®’.

En la mayoria de los casos, la regulacion mediante induccidn, es caracteristica para las
rutas catabdlicas donde en calidad de inductor participan generalmente, los sustratos de estas
rutas; sin embargo, las sustancias anadlogas de los sustratos, se consideran los inductores mas
favorables debido a que no pueden funcionar como sustratos de las enzimas inducidas;
algunas veces, el inductor es el producto de la reaccion que es catalizada por la enzima
inducida. El ejemplo clasico de enzima inducida, es la B-galactosidasa de E.coli; al afiadir
lactosa al medio de cultivo, la actividad de la B-galactosidasa en las células, aumenta
aproximadamente en 1000 veces. En ausencia de lactosa, el contenido de esta enzima en las
células de E.coli, es tan pequeiio que solo puede detectarse por métodos especiales. Se sabe
que la metabolizacion completa del sustrato, requiere mas de una enzima; por ejemplo, para la
disociacion de la lactosa, son necesarias: una permeasa, la B-galactosidasa y enzimas que

transforman la galactosa en glucosa 1-fosfato.
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El metabolismo de muchos sustratos, que son la tinica fuente de carbono o de nitrogeno
en el medio nutritivo, estd relacionado con la necesidad de su transporte al interior de la
célula. La entrada de la lactosa a las células de E.coli, la asegura una proteina con
caracteristicas de enzima, la galactésidopermeasa, cuya sintesis es inducida al mismo tiempo
con la B-galactosidasa como resultado de la llamada induccién coordinada. La galactosa
formada por accién de la B-galactosidasa, puede a su vez, inducir la sintesis coordinada de una

serie de enzimas que la transforrman en glucosa-1-fosfato. Sin embargo, la formacidn de estas

enzimas no esta relacionada con el momento en que aparece la B-galactosidasa y la

galactésidopermeasa. De esta manera, una asimilaciéon completa de la lactosa, ocurre como
resultado de una induccién secuencial de las enzimas que la transforman en metabolitos que
pueden ser utilizados inmediatamente por la célula. La induccidn secuencial se ha encontrado
para el caso de rutas catabodlicas largas, en las cudles hay disociacién de varios sustratos.

En el afio de 1961, F.Jacob y J.Monod, en base al estudio genético y bioquimico de la
asimilacion de la lactosa por células de E.coli K12, propusieron la hipétesis sobre la
regulacion de la actividad de los genes en las bacterias obteniendo un modelo ampliamente
conocido como el modelo del lac-operon. De acuerdo a este modelo, en el cromosoma se
tienen por lo menos cuatro sistemas de regulaciéon: gen estructural (o genes que controlan la
relacion de las funciones bioquimicas); un gen regulador, un promotor y un operador. El gen
regulador determina la estructura de la proteina represora. El lac-operdn, no se transcribe en
ausencia de la lactosa debido a que en esas condiciones, la regién operadora esti bloqueada
por el represor. Cuidndo a las células de E coli entra la lactosa, se forma cierta cantidad de

alolactosa con la participacion de B-galactosidasa; la alolactosa se une con la proteina



represora, la cual cambia entonces su conformacién y se destruye su unién con el operador.
De esta manera. se hace posible la transcripcion del 1ac-0per6n3 7.

Durante el crecimiento en un medio que contiene sustancias aromaticas, las células de
Pseudomonas putida deben sintetizar aproximadamente diez enzimas que no se forman
cuando estas crecen en otros sustratos. Para realizar lo anterior, se distinguen dos mecanismos
de induccién: la induccidn coordinada y la induccion secuencial. En el primer caso, el sustrato
que esta contenido en el medio de cultivo "enciende" la sintesis de todas las enzimas
necesarias para su disociacion. Este mecanismo se ha descubierto para secuencias cortas de
reacciones catabélicas®. La sintesis coordinada de todas las enzimas necesarias para la
utilizacion de algin sustrato. proporciona a la célula la ventaja de que puede reaccionar
rapidamente a la presencia de este. Durante la induccién secuencial, la velocidad de
transformacion del sustrato, que significa la velocidad de crecimiento de las células, aumenta
lentamente debido a que la concentraciéon del producto de la primera reaccion debe alcanzar
un nivel determinado antes de pueda estimular la formacion de la segunda enzima. Durante la
regulacion de la sintesis de enzimas de rutas convergentes del catabolismo, se tiene una
subdivision oportuna de estas enzimas en grupos regulados coordinadamente, cuya sintesis a

su vez, es inducida por el producto de los grupos de enzimas precedentes.

3.1.2.3 REPRESION CATABOLICA.

Ademas de la represion por producto final caracteristica para las rutas anabolicas, se ha
descrito un tipo de represion al cudl Magazanik lo llamé represion catabdlica. Este consiste

en que un sustrato. fuente de energia, que es mas facilmente asimilable para la célula, reprime
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la sintesis de las enzimas de otras rutas del catabolismo que participan en la metabolizacién de
otra fuente de energia que comparativamente se asimila por la célula en forma mas lenta®.

La represion cataboélica esta fundamentada en el fendmeno de diauxia; si en un medio
para el cultivo de E. coli por ejemplo, estin contenidas glucosa y lactosa, la célula utilizara
inicialmente a la glucosa. Independientemente de Ia presencia del inductor del lac-operén, las
enzimas que participan en el catabolismo de la lactosa, no se sintetizan. La transcripcion de
los genes del operén de lactosa se inicia cuando la concentracion de la glucosa en el medio
llega a ser muy baja. De esta manera. la glucosa evita la sintesis de las enzimas del lac-operén.
Experimentalmente fue descubierto que la represién catabolica esta relacionada con el nivel
de adenosinmonofosfato ciclico (cAMP) intracelular, el cuil, en este proceso funciona en
calidad de efector. El cAMP, forma un complejo con una enzima alostérica activadora de
catabolito que no es activa en estado libre; este complejo se une a una region determinada del
promotor, asegurando la posibilidad de unién de la RNA-polimerasa con el promotor y el
inicio de la transcripcion. La cantidad de complejo formado, estd determinada por la
concentracion de cAMP, la cuil disminuye al aumentar la concentracion de glucosa en el
medio. Asi, la glucosa ocasiona un cambio en la concentracién de cAMP intracelular. Esta
sustancia se ha encontrado en las células de todos los organismos procariotas; su unica
funcién es reguladora. El cAMP se forma a partir de adenosintrifosfato (ATP), en la reaccion
catalizada por la adenilatociclasa la cudl estd unida a la membrana citoplasmatica. La
adenilatociclasa posee una alta actividad si los componentes del sistema de transporte de la
glucosa en la célula, estan fosforilados. Esto ocurre en ausencia de glucosa, es decir, cuando

no es necesario transportarla; de tal manera que la actividad de la adenilatociclasa aumenta al
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disminuir la concentracién de glucosa en el medio. Esto ultimo origina un aumento del cAMP
y como resultado final, la induccién de la sintesis de enzimas del catabolismo de la lactosa.
De esta manera, la glucosa a través de su sistema de transporte regula la concentracién del
cAMP en la célula. Debido a que el catabolismo de la glucosa esta relacionado con la
formacion de energia metabdlica y con su reserva en moléculas de ATP, al aumentar la
cantidad de ATP en la célula, disminuye la cantidad de cAMP y al contrario®”. Podemos
concluir que generalmente los sustratos que son utilizados por sistemas enzimaticos
constitutivos, ocasionan una represion catabolica de las rutas metabdlicas inducidas. La
glucosa y fructosa, no en todos los microorganismos se consideran sustancias dominantes en
este proceso. En Cltetanomorphum por ejemplo, el L-glutamato reprime la sintesis de
enzimas del catabolismo de la glucosa. Asi, los mecanismos basicos que regulan las rutas
catabdlicas son: la induccién de la sintesis de enzimas y la represion catabolica.

La regulacion de los procesos de transporte activo que aseguran la entrada de la mayoria
de las sustancias necesarias para las células procariotas, ocurre a nivel de la sintesis del
transportador y de su funcionamiento. La biosintesis de los componentes proteicos de muchos
sistemas de transporte, es regulada por el tipo de inducciéon. La glucosa, cuyo sistema de
transporte en la mayoria de los procariotas es constitutivo, baja la formacién de los sistemas
de transporte de otros azucares y de una serie de acidos organicos mediante represion
catabdlica. L.a excepcidn la constituyen algunos microorganismos aerobios obligados, en los
cuales, el transporte de acidos organicos e€s constitutivo y el sistema de transporte de la
glucosa es inducido. Un exceso de sustrato en el medio, puede reprimir la sintesis del sistema

de transporte correspondiente; esto es particularmente caracteristico para los aminoacidos. En
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este caso, la regulacion del transporte estia coordinada con la regulacién de su metabolismo
subsecuente. De esta manera, los procesos de transporte celular se encuentran bajo control de
los mismos mecanismos que los procesos anabdélicos y catabdlicos intracelulares.

La obtencién de mutantes con dafios en el sisterna de regulacion del metabolismo celular
que conducen a la sobresintesis de determinados metabolitos, se utiliza ampliamente para la
obtencion de aminoacidos, vitaminas, polisacaridos y de otras sustancias que tienen un
significado practico®”.

En la represion catabdlica, el caso es mas complicado cuindo algin aminoacido sirve
para la célula, no solo como fuente de energia y carbono sino también como fuente de
nitrégeno. Para ilustrar esto, en el ejemplo de utilizacion de histidina por células de
E.aerogenes, se observa como puede influir la glucosa en el contenido de enzimas que
catalizan la asimilacién del aminoacido mencionado. Si estas células se crecen en un medio
que contiene glucosa y nitrogeno amoniacal, no ocurre la formacion de histidinasa atin en
presencia de histidina. La glucosa y los iones de amonio en forma conjuntan, detienen casi por
completo la sintesis de esta enzima. Cuando los iones de amonio no estan presentes, es decir,
cuando las c€lulas no tienen una fuente de nitrégeno complementaria y deben utilizar el
nitrégeno de la histidina, la accidn represora de la glucosa sobre 1a sintesis de la histidinasa
esta menos expresada. Este ejemplo demuestra que la deficiencia de nitrégeno puede,
parcialmente, disminuir la represion catabodlica ocasionada por la glucosa. De esta manera, la
sintesis de la enzima catabdlica depende no solamente de la presencia del inductor y de la
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PARTE EXPERIMENTAL

CAPITULO IV

4.1 ETAPAS DEL TRABAJO DE INVESTIGACION.

Como mencionamos anteriormente, €l objetivo del presente trabajo fue el disefio de

biocatalizadores fundamentados en células de microorganismos para la sintesis de

aminoacidos; especificamente del aminoacido L-aspartico.

El desarrollo de este trabajo, comprendid varias etapas:

a)
b)

c)

d)

€)

2)

h)

Coleccion de muestras de suelo de distintas areas de la region.

Tratamiente de las muestras colectadas para el aislamiento y la obtencién de cultivos
puros.

Identificacién de las especies microbianas aisladas. las cuales fueron utilizadas para el
desarrollo de este trabajo.

Induccién de los microorganismos seleccionados para la sobreproduccion de la enzima
aspartatoamoniacoliasa.

Comprobacion de que los microorganismos seleccionados desarrollaron la actividad
enzimatica aspartatoamoniacoliasa.

Seleccion de medios de cultivo liquidos que permitiecron la méxima expresion
aspartatoamoniacoliasa de los biocatalizadores.

Determinacién del tiempo 6ptimo de incubacion de los biocatalizadores, para la maxima
expresion de la actividad aspartatoamoniacoliasa.

Estudios cinéticos de crecimiento microbiano para obtener informacion sobre la fase en la
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que se encuentran los biocatalizadores desarrollados.

i) Influencia de la concentracion de cada componente del medio de cultivo liquido
seleccionado sobre la actividad aspartatoamoniacoliasa de los biocatalizadores obtenidos.

j) Estudio de la influencia del tolueno como plasmolizador de los biocatalizadores
obtenidos, para establecer su efecto sobre la velocidad inicial de la reaccion aspartasa

k) Definicion del estado de anabiosis de las células microbianas utilizadas en el proceso de
biotransformacion del acido fumarico en aspértico, mediante el empleo de inhibidores de

la actividad vital de organismos procariotas.

4.2 OBTENCION DE CULTIVOS PUROS E IDENTIFICACION DE LAS CEPAS
SELECCIONADAS.

El aislamiento de los microorganismos de su habitat natural: tejidos, liquidos del organismo
animal, medio ambiente, etc, se realiza mediante la resiembra de éstos materiales en medios
nutritivos artificiales. Para efectuar estudios posteriores de los cultivos microbianos obtenidos,
€s necesario que estos sean cultivos puros. los cudles se logran mediante la siembra de la

muestra obtenida en medios s6lidos y resiembras posteriores que pueden realizarse en medios

solidos, liquidos y semiliquidos’ R,

En el presente trabajo. la colecta inicial de las muestras de suelo, se realizé colocandolas
en tubos de cultivo estériles que contenian 10 ml de solucién fisiologica. Con una asa
bacteriolégica, se pasé una porcion de la muestra a la superficie de un medio de cultivo sélido
preparado a base de agar nutritivo y se sembro en este por estria y por difusion utilizando una

varilla de cristal estéril para esparcir la muestra, con lo cuil se logra adelgazarla y ademas, que



las colonias que se desarrollen, queden separadas unas de otras®, se incubaron durante 24-48 .
a una temperatura de 30-37°C. Las colonias de microorganismos obtenidas de estos cultivos
mixtos, se resembraron periodicamente por estria en agar nutritivo en cajas Petri, suponiendo
que cada colonia aislada era la descendencia de una sola célula y por lo tanto, un cultivo
puml 10 y se incubaron bajo las condiciones mencionadas hasta que finalmente se obtuvieron
cultivos perfectamente puros; es decir, colonias de un solo tipo de individuos®.

En esta etapa se obtuvieron mas de treinta cepas diferentes, tanto bacterias, levaduras y
hongos, pero debido a la consideracién de que la aspartatoamoniacoliasa esta ampliamente

41,3347

distribuida en el grupo taxonémico de los organismos procariotas , se seleccionaron las

colonias bacterianas para continuar la investigacion.

Para mejorar las posibilidades de aislamiento del biocatalizador deseado®, se preparé un
medio de cultivo solido con la siguiente composicion (%): cloruro de potasio - 0.1; cloruro de
sodio - 0.1; peptona - 1.0; extracto de levadura - 0.5; agar bacteriolégico 1.5 y se le afiadié
acido L-aspartico - 0.05%. Se sembraron diez cepas bacterianas en este medio por estria en
caja Petri y en tubo de cultivo con el medio solidificado en pico de flauta. durante 24 y 48 hrs.
a una temperatura de 30-32°C. En esta fase, unicamente seis cepas presentaban desarrollo en
el medio seleccionado. Se aumenté la cantidad de acido L-aspartico afiadido al medio de
cultivo a 0.1%, resembrando a los microorganismos en las condiciones indicadas hasta que
finalmente, seleccionamos dos cepas que presentaban un excelente desarrollo en dicho medio
de cultivo.

Las dos cepas seleccionadas, se resembraron en forma periddica en el medio de cultivo
s6lido mencionado, pero se hicieron las siguientes variaciones de la cantidad de acido L-

aspartico que era anadido al medio como inductor (%6): 0.05, 0.1, 0.2 y 0.3. El cuitivo de los
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microorganismos, se realizé por estria en cajas Petri y en tubos de cultivo con el medio
solidificado en pico de flauta.

La necesidad de identificar, clasificar y caracterizar adecuadamente las cepas
microbianas que son fuentes de diversas enzimas y que se utilizan en procesos
biotecnoldgicos, nos condujo a realizar estudios sobre las caracteristicas morfolégicas y
bioquimicas de los microorganismos seleccionados. Para ello, inicialmente se realizaron
tinciones diferenciales, particularmente la mas difundida de ellas, la tincion de Gram, con la
cudl se aprecia la capacidad de las bacterias de fijar el colorante o de decolorarse con alcohol-
cetona, lo que esta relacionado con la estructura quimica de la pared celular; especificamente
con la capa de peptidoglicano”. La tincion por Gram se realizé de acuerdo a la técnica
descrita en el trabajo de Cowan S.T.en 19747,

Frecuentemente, la identidad de una especie microbiana determinada requiere que se
conozca de manera detallada su actividad bioquimica. porque las caracteristicas morfolégicas
tanto coloniales como celulares, no son suficientemente distintivas o diferenciales''>'*®. En
general, el microorganismo se cultiva en medios sintéticos previamente establecidos para este
propésito y después de la incubacidn, el cultivo se examina para ver los cambios quimicos
que hayan ocurrido. Particularmente se investiga la relacién del microorganismo con sus
fuentes de carbono y nitrogeno, los productos de la actividad vital que se acumulan en el
medio (acido, gas, alcohol), su relacién con el oxigeno, bases y otros factores del medio
ambiente; también es muy importante determinar su actividad enzimatica'*. En base a estos
antecedentes, se realizaron distintas pruebas bioquimicas para las dos cepas seleccionadas,
eligiendo una serie de medios que miden diferentes caracteristicas metabodlicas de los

microorganismos en estudio que permiten determinar una "huella digital" bioquimica para
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lograr la identificacion de las especies. Esto fue realizado de acuerdo a las técnicas descritas
por Koneman y col'®. Ademas, las dos cepas fueron enviadas a la American Type Culture
Collection en Rockville, Maryland U.S_A para la confirmacién de su identificacion.

43 COMPROBACION DEL DESARROLLO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA
ASPARTATOAMONIACOLIASA EN CELULAS DE B. cereus Y E. cloacae.

La aspartatoamoniacoliasa (C.E. 4.3.1.1) cataliza la reaccion reversible de aminacién del
acido fumarico con amonio formando acido aspartico. Para efectuar esta reaccion utilizando
las células de B. cereus y E. cloacae como biocatalizadores, fue necesario inicialmente seguir
82126165,

las condiciones de reaccion mencionadas en la literatura : sustrato - fumarato de

amonio 0.5M; temperatura - 37°C; pH - 8.0, cloruro de magnesio 0.1% y tolueno - 1.0%

4.3.1 Preparacion de los biocatalizadores.-
Las células de B. cereus y E. cloacae fueron cultivadas en un medio liquido preparado con
fundamento en los trabajos de Enei’’, Kisumi®’ y Kondriateva®’. Se establecié un medio
nutritivo liquido para la propagacion de los biocatalizadores con la siguiente composicién
(%): caldo de Hottinger ( preparado de acuerdo a la técnica de R.V. Epshtein — Litvak'®) - 50
%/v- extracto de levadura (50 ml de una solucién al 0.5%); peptona - 0.5 y acido L-aspartico
- 0.1. El pH del medio se ajusté a 7.0 cuando fue necesario con hidréxido de amonio o acido
acético. El medio nutritivo se esterilizé a 121°C durante 15 minutos, después de lo cudl, se
distribuyé en volumenes de 100 ml. en matraces Erlenmeyer de 1000 ml. Se prepararon las
cepas para su inoculacién al medio liquido de la siguiente manera: se cultivdé a los

microorganismos en tubos de cultivo con medio solidificado en pico de flauta durante 24 h,,
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pasado este tiempo, se le agregd al tubo de cultivo, 1 ml. del medio liquido, se hizo una
suspension lo mas homogénea posible; de aqui, se tomaron volimenes de 0.1 ml (0.1 ml de
suspension corresponde aproximadamente a 2.15 x 10° células), los cuales fueron inoculados
en los matraces que contenian los 100 ml de medio nutritivo liquido. Se incubaron durante 10
h.!2%1% 2 una ternperatura de 30-32°C bajo agitacién constante a 250 rpm. De la misma
manera se cultivaron los microorganismos control; es decir, aquéllos que se desarrollaron en
medio sélido sin acido aspartico como inductor y que por lo tanto se considerd, no
sobreproducian la enzima aspartasa. Posteriormente se procedié a separar la biomasa
desarrollada por centrifugacion a una temperatura de 0-4°C durante 20 minutos a 6370Xg. El
paquete celular obtenido, se lavo dos veces con agua de la llave esterilizada o con solucién
amortiguadora de fosfatos 0.01M de pH-7.0 para eliminar los residuos del medio nutritivo
liquido que pudieran haber quedado adheridos a la pared celular. Se separé el paquete celular
centrifugando durante 15 min. bajo las mismas condiciones. Después de la iltima lavada, las
células se suspendieron en solucion ameontiguadora de fosfatos 0.01M de pH-7.0 y se

conservaron a temperatura ambiente o a 4°C.

4.3.2 Preparacion del sustrato para la reaccion catalizada por la aspartasa
intracelular de B. cereus y E. cloacae.
Como sustrato para la reaccién aspartasa o aspartatoamoniacoliasa, se utilizé6 fumarato de
amonio 0.5M, preparado con acido fumarico ¢ hidréxido de amonio y ajustando hasta un pH

L. 82165
de 8.0 con este ultimo 2

. El avance de la reaccion en el curso del tiempo, se realizé por el
método espec[mfotométrico“""; se realizaron mediciones de la concentracion del sustrato

consumido (o transformado en producto) por su absorbancia a 240 nm. en un
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espectrofotometro Beckman DU-650. La longitud de onda de mdxima absorbancia del
fumarato de amonio, fue seleccionada realizando espectros de absorcidén de esta sustancia
desde 200 hasta 400 nm; asimismo, se estudiaron los espectros de absorciéon del icido L-
aspartico para tener mayor seguridad de que la longitud de onda selecionada no coincidiera
con la de maxima absorbancia del fumarato de amonio. Las mediciones se realizaron en una
celda de 1 em de espesor utilizando agua destilada para calibrar y un coeficiente de extincidén
molar de 2.53 x 10° M’ em ™',
El cambio en la concentracién de sustrato en el curso del tiempo de la reaccion, fue
determinado por la siguiente ecuacion:
[S] = Daso. d/ea
Donde: [S] - es la concentraciéon de sustrato
D240 - es la densidad dptica de la solucion
d - dilucién de la solucion inicial
€ - es el coeficiente de extincion molar del 4cido fumarico, 2530 M 'em™.
a — trayecto optico de la celda, 1 cm
La determinacion inmediata de fumarato de amonio solo es posible a concentraciones
bajas de 10" a 102 M; en este caso se trabajéo a concentraciones mas altas, asi que fue

necesario efectuar diluciones de las muestras, aproximadamente de 2,000 a 4,000 veces.

4.3.3 Determinacion de la concentracion de proteina.-
Debido a que la aspartatoamoniacoliasa estd contenida en el interior de las células de B.
e I - .
cereus y E. cloacae y no se conoce su concentracion exacta ® fue necesario determinar el

contenido de proteina total en las células microbianas, para calcular posteriormente la
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actividad enzimatica aspartasa. Para ello, se utilizé la metodologia propuesta por Peterson
para células de microorganismos“}, que permite una rdpida determinacién de la
concentracion de proteinas de la membrana y de proteolipidos en soluciones diluidas (1-100
pg de proteina por ml). Inicialmente se construyd una curva de calibracion lineal utilizando
como proteina estandar, la albimina de suero bovino. En esta curva de calibracion se expresa
el logaritmo de la densidad 6ptica de la solucién, en funcidn del logaritrno de la concentracién
de proteina en la muestra. Se considera que la region lineal de la curva de calibracion es
posible ampliarla desde 5 ug hasta 125 g de proteina en la prueba®'. El procedimiento que
se siguid para la determinacion de proteina fue el siguiente:

** Preparacion de los reactivos necesarios:

- Tartrato de sodio-potasio al 2%

- CuS0O4.5H20 al 1%

- Na:COs al 20%

- NaOH 0.8N

Estos reactivos, ademas del SDS (dodecil sulfato de sodio), se utilizaron para la

preparacion del reactivo "A": 0.6 g. de SDS, 12 ml de agua destilada. 6 ml de NaOH 0.8N, 6
ml de una solucién que se preparé con 5 ml de carbonato de sodio al 20%, 1 ml de sulfato de
cobre al 1%, 1 ml de tartrato de sodio y potasio al 2% y 3 ml de agua destilada.

- Reactivo de Folin 2N’

* El reactivo de Folin se prepar6é también en el Departamento de Biotecnologia de la

siguiente manera:

En un matraz erlenmeyer de 1 L, se disolvieron 25 g. de wolframiato de sodio

Na:Wo004.H20) y 6.25 g. de molibdato de sodio (Na2MoO4.H>O) en 175 ml de agua
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destilada. Se agregaron cuidadosamente 25 ml de acido fosférico al 85% y 25 ml de HCI
conc. Se adapté un condensador y se sometié a reflujo durante 10 h., después de lo cuil se
dejo enfriar y se adicionaron 37.5 g. de sulfato de litio, 12.5 ml de agua destilada y 3 a 4 gotas
de bromo. Se llevé a ebullicién nuevamente ya sin condensador y dentro de una campana de
extraccion durante 15 min. para eliminar el exceso de bromo. Se completé a 250 ml con agua
destilada y se conservo en frasco ambar en refrigeracion.

** Construccion de la curva de calibracién.-

Para la construccion de la curva de calibraciéon se prepard una solucién madre que
contenia 125 pg/ml de albumina de suero bovino. De aqui, se tomaron las siguientes
cantidades: 1.0, 0.8, 0.6, 0.5, 0.4,0.2, 0.1 ml se completaron a 1 ml con agua destilada y se
colocé un control que contenia solo 1 ml de agua destilada. Todas las muestras fueron tratadas
con 1 ml de reactivo "A". Después de 10 min. se les afiadié 0.5 ml de reactivo de Folin y al
cabo de 30 min. se ley6 la absorbancia de cada muestra a una longitud de onda de 750 nm. en
un espectrofotometro Beckman DU-650 en una celda de 1 cm de espesor frente al control. Se
construyo la curva de calibracion como se indicé anteriormente.

De esta manera, para la determinacion de proteina celular, se tomaron 0.1 ml de la
suspension celular obtenida en el desarrollo de la biomasa y se diluyé en 50 ml de agua
destilada. Se trat6 de la misma manera que las muestras para la construccion de la curva de
calibracion y se extrapolé en la grafica construida para este fin, obteniéndose asi la cantidad
de proteina bacteriana total en mg/ml, que es utilizada como biocatalizador en la reaccién
aspartasa. Es necesario mencionar que las lecturas de las muestras en el espectrofotometro,
deben hacerse inmediatamente después de que han pasado 30 minutos de la adicién del

reactivo de Folin, ya que hay una pérdida del 1-2% en la coloracién de las muestras por h.''3,
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4.3.4 Determinacion de la actividad enzimatica.-

La actividad aspartatoamoniacoliasa de las células de B. cereus y E. cloacae, se determiné con
base en las mediciones cinéticas realizadas en estudios de consumo de sustrato en funcién del
tiempo de reaccion. La reaccion se llevé a cabo en reactores batch enchaquetados con
capacidad de 120 ml bajo agitacién constante. En cada uno de ellos se agregaron 30 ml del
sustrato, fumarato de amonio 0.5 M de pH - 8.0, MgClL: - 0.03 gr, tolueno 0.3 ml y la
temperatura de reaccion fue de 37°C. La reaccion se inicié al afiadir 3 ml de la suspensién de
células que corresponden a una cantidad de proteina de 1-2 mg/ml. Se recogieron alicuotas de
250 pl (las alicuotas que se recogen deben ser de volumen pequefio en comparacién con el
volumen total de la mezcla reaccionante para alterar lo menos posible la interrelacién sustrato
- biocatalizador).

Para un estudio mas completo del periodo inicial de la reaccién. los primeros 20 min. se
recogieron alicuotas cada 5 min; después. cada 10 min. hasta que se llevaba 1 h de reaccién y
finalmente la segunda hora, cada 15 min. Las muestras se colocaron en tubos de ensayo con
agua destilada, se detuvo la reaccion por calentamiento a 80-100°C durante 3 min,
posteriormente se determiné la absorbancia de cada muestra en el espectrofotometro a una
longitud de onda de 240 nm. Los resultados obtenidos de las lecturas de absorbancia, se
convierten de unidades 6pticas a concentracion de sustrato de acuerdo a la ecuacion expresada
en el apartado de preparacion del sustrato. Los datos se procesaron en una grifica de
concentracion de sustrato en funcion del tiempo de reaccion, [S] = f(t). La actividad

enzimatica aspartasa se determino cuantitativamente de acuerdo a la siguiente ecuacion:

ki

[p]

A .mmoles/mg seg =

74



Dénde: ki - es la constante efectiva de la velocidad del proceso, que se determina como la
tangente del angulo de desviacion en la grafica de [S] = f{t) y [p] es la concentraciéon de
proteina expresada en miligramos de proteina por mililitro de mezcla reaccionante o sustrato.
La actividad enzimatica aspartasa, fue calculada también como Unidades de Actividad
Aspartasa (U), que corresponden a la cantidad de micromoles de sustrato transformado por

miligramo de proteina por hora.

4.3.5 Metodologia para la identificacion del producto de la reaccion aspartasa.-

El producto de la reaccidn aspartasa, catalizada por células de B. cereus y de E. cloacae,
el aminoacido L-aspartico, fue determinado inicialmente por el método de ninhidrina’> que es
ampliamente utilizado para la determinacién de aminoacidos. La ninhidrina descarboxila por
oxidacién los g-aminoacidos a CO2, NH3 y un aldehido con un atomo de carbono menos que
el aminoacido precursor. Luego, la ninhidrina reducida reacciona con el aminoacido formando
un complejo de color azul'®. En esta reaccion, el sustrato, fumarato de amonio, no presenta
reaccion con la ninhidrina y debido a ello, es posible la determinacion inmediata del producto
de la reaccién en las alicuotas tomadas de la mezcla reaccionante. En base a estos datos, se
realizé la identificacion en la mezcla reaccionante, que resultd positiva. Ademas de esta
prueba de identificacion, se realizé un estudio cromatografico en capa delgada"”; para ello, se
prepararon placas de silica gel con una superficie perfectamente uniforme, se colocaron estas
placas en la estufa a una temperatura de 80 - 100°C durante 2 o 3 h. para activarlas y
posteriormente se aplicaron las muestras que consistieron en: acido L-aspartico de grado
analitico (control), una mezcla de aminoacidos (acido L-aspartico, lisina, histidina, triptofano

y tirosina) y el producto de la reaccion obtenido al detener la reaccién aspartasa por
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calentamiento y precipitando el producto con H2SO4 hasta un pH de 2.5-3.0"**'_ Las placas
se colocaron en camaras que contenian el eluente: butanol-acido acético y agua (1:1:1). Se
dejo correr el eluente hasta 1 cm antes de la altura total de las placas; se secaron en la estufa a
80°C y se revelaron con una soluciéon de ninhidrina. La identificacién final del acido L-
aspartico obtenido se realizé por cromatografia de liquidos (HPLC), utilizando una columna

de fase reversa empacada con Lichrosorb RP-18 de S5um, y acetonitrilo/fosfato como eluente.

4.4 SELECCION DE MEDIOS DE CULTIVO LiQUIDO PARA LA PROPAGACION
DE LOS MICROORGANISMOS CON ACTIVIDAD ASPARTATOAMONIACO-
LIASA

En el paragrafo correspondiente a la preparacion de los biocatalizadores, se menciond ya la
composicion del medio de propagacion que fue establecido en base a revisién de literatura.
Los microorganismos desarrollados en este medio, tanto B. cereus como E. cloacae, expresan
claramente la actividad enzimatica aspartatoamoniacoliasa; sin embargo, para el estudio
adecuado de un biocatalizador, es deseable utilizar un medio optimizado y balanceado ya que
las caracteristicas fisioldgicas de los microorganismos varian ampliamente en relacion a sus

necesidades nutricionales y dan respuestas diversas dependiendo de las condiciones de los

. . 89110 2 ; - 5 -
medios de cultivo ; ademas, es conveniente que los microorganismos que se utilizan en

los procesos biotecnolégicos, sean propagados en medios de cultivo cuyos componentes estén
estandarizados; es decir, que no tengan variaciones en el contenido de la fuente de carbono,

nitrogeno, etc. ya que esto repercute en la fisiologia del microorganismo y por lo tanto, en el

rendimiento del producto terminado”>*>%.
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El medio de cultivo liquido que se habia utilizado para la propagacion de los
biocatalizadores contenia (%s): caldo de Hottinger - 50 (%/v), extracto de levadura (50 mlde
una solucion al 0.5%); peptona - 0.5 y acido L-aspartico - 0.1. De estos componentes, como
ya se habia mencionado, el caldo de Hottinger es un medio natural ya que es preparado a
partir de materia prima fresca; debido a ello, puede tener variaciones en su composicion
dependiendo de la calidad de estas. Por lo anterior, se buscé un medio de cultivo liquido para
los biocatalizadores en los que el caldo de Hottinger fuera sustituido por otro componente ya
estandarizado y que este cambio no influyera en la expresion de la actividad enzimatica de los
biocatalizadores. Se prepararon también otros medio de cultivo liquido para comparar el
desarrollo y la actividad enzimatica de los microorganismos tomando en cuenta que los
microorganismos seleccionados crecen en presencia de oxigeno y en medios que contienen

caldo nutritivo y algunos péptidossz'. Fueron utilizados los siguientes medios de cultivo:

I. Caldo de Hottinger - 50 (%/v) II. Medio YPG (%6):

Cloruro de sodio—-0.5 g Extracto de levadura-0.3 g

Apgua de la llave — 50 ml Glucosa-20g

Peptona-1.0g

Agua destilada.

III. Caldo nutritivo - 0.8 g(%/v) IV. Caldo nutritivo — 0.8 g (%/v)
Cloruro de sodio 0.5 g (%/v)

Extracto de levadura 0.3 g (%/v)
Acido L-aspartico - 0.1 g (%/V)

Peptona - 1.0 g (%/v)
Acido L-aspartico - 0.1 g (%/v)

V. Caldo de Hottinger - 50 (%/v)
Extracto de levadura-03 g
Peptona-10g
Acido L-aspartico-0.1 g
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Se realizaron una serie de 10 experimentos, en los cudles se estudié el cambio en la
concentracion de fumarato de amonio 0.5M que se utiliza como sustrato de la reaccién
aspartasa. Como biocatalizador de esta reaccion, se utilizaron unicamente las células de B.
cereus cultivadas en cada uno de los cinco medio mencionados durante seis horas bajo
agitacién constante a una temperatura de 30-32°C, separadas posteriormente del medio de
cultivo y suspendidas en una solucién amortiguadora de fosfatos 0.01M de pH-7.0. Estas
c€lulas contienen todo el conjunto de enzimas necesarias para el crecimiento; sin embargo,
estas se encuentran en un estado de inactividad relativa*’. La determinacién de la actividad

enzimatica se realizé de acuerdo a la metodologia expuesta en el paragrafo de determinacion

de la actividad enzimatica anteriormente descrito.

4.5 DETERMINACION DEL TIEMPO OPTIMO DE INCUBACION DE CELULAS

DE B. cereus Y E. cloacae PARA LOGRAR UNA MAXIMA EXPRESION DE LA
ACTIVIDAD ASPARTATOAMONIACOLIASA.

La organizaciéon de los procesos biotecnologicos en los que se utiliza la actividad de los

microorganismos como catalizadores, generalmente considera estudios sobre la fisiologia de
los organismos productoresls. Los microorganismos en la naturaleza, rara vez se encuentran
en condiciones 6ptimas; de tal manera que, la seguridad de acceso de los sustrato y €l punto
o6ptimo de las demas condiciones, constituyen solo un periodo muy corto en la vida de los
microorganismos tanto en el suelo como en el agua. De hecho, la combinacién de todas las
condiciones Optimas, es creada en el laboratorio. Si la sintesis del producto deseado en un
proceso biotecnolégico esta relacionada con el crecimiento microbiano, entonces, la ruta

basica para aumentar la productividad debe estar dirigida a lograr un desarrollo 6ptimo de las

. S o aB 0.1 s =
células que se exprese en términos cuantitativos' '*'?%; o si el producto no guarda relacién
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proporcional con la cantidad de biomasa microbiana acumulada, entonces, es necesario
conocer la interrelacion entre este y la fase de crecimiento en la que se encuentre el

microorganismo, ya que esto nos da informacién sobre el estado fisiologico que tiene la célula

en el momento indicado'"*

En relacidn con este punto, se realizaron estudios para establecer el tiempo 6ptimo de
incubacién que requieren, tanto las células de B. cereus como de E. cloacae para expresar de
una forrna maéaxima, la actividad aspartatoamoniacoliasa desarrollada'’>. Para realizar este
estudio, se prepararon las cepas para inoculacion en medio liquido como se menciona en el
paragrafo de obtencion de los biocatalizadores; se incubaron a diferentes tiempos: 2,4,6,8,10,
12,14 y 16 h bajo agitacion constante, 250 rpm, a una temperatura de 30-32°C. Después de
cada periodo de incubacion, se recogid la biomasa por la técnica ya descrita y se determiné la
actividad enzimadtica de acuerdo a lo propuesto en el apartado de determinacion de la
actividad enzimatica de los biocatalizadores. para lo cuil fue necesario también conocer la
cantidad de proteina celular total desarrollada para cada tiempo de incubacion.

Simultaneamente con los experimentos para la determminacién del tiempo Sptimo de
incubacidn, se realizo otra serie de experimentos que nos proporciond informacién sobre la
cinética de crecimienic microbiano. Para esto, se preparG el biocatalizador para su
propagacion en medio liquido, se incubé durante 24 h a 30-32°C bajo agitacion constante, 250
rpm y cada hora se tomo6 una alicuota de 1 ml que fué tratada para resembrarse en medio de
culuvo solido. Este método se denomina conteo en placa y es ampliamente utilizado ya que

pone de manifiesto unicamente la poblacién viable sin considerar células degradadas o

muertas del cultivo' '°,
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4.6 ESTUDIO SOBRE LA INFLUENCIA DE CADA UNO DE LOS COMPONENTES
DEL MEDIO DE CULTIVO LiQUIDO SELECCIONADO, SOBRE LA EXPRESION
DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA ASPARTASA, DE CELULAS DE B. cereus.

La utilizacion de los microorganismos en los procesos biotecnoldgicos supone el cultivo
optimizado de estos, de tal manera que expresen al maximo su capacidad biosintética de los
productos deseados. Para lograr es'to, se estudid el efecto que ejercen cada uno de los
componentes de] medio de cultivo liquido sobre la capacidad de expresion de la actividad
aspartatoamoniacoliasa de las células de B. cereus que son utilizadas como catalizadores en la
sintesis del acido L-aspartico; es decir, establecer si alguno de los componentes del medio es
un factor lisnitante o inhibidor para la expresién de esta actividad enzimatica y a qué
concentracién lo es. La limitacion del crecimiento por la deficiencia de algin elemento de la
alimentacion, es analizada como un medio para dirigir el metabolismo'®. El medio de cultivo
seleccionado como resultado de los experimentos realizados para este fin, contenia (%): 0.8
de Caldo nutritivo; 0.3 de extracto de levadura, 1.0 de peptona y 0.1 de acido L-aspdrtico. Los

experimentos fueron disefiados de la siguiente manera: se hicieron variaciones en la

concentracién de cada uno de los componentes:
Caldo nutritivo (%): 0,0.1,0.3,0.5,0.8, 1.0
Peptona (%6): 0,0.1,0.3,0.5, 1.0

Extracto de levadura (%): 0, 0.1, 0.2,0.25, 0.3

Al estudiar la influencia de cada componente del medio, el resto de estos permanecio sin
variaciones en su concentracion. Se prepard el biocatalizador, células de B. cereus, de acuerdo
a la metodologia descrita anteriormente para este fin, utilizando los medios de propagacion

preparados considerando las variaciones de concentracion de los componentes. Se determiné
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la actividad enzimatica de los paquetes celulares obtenidos siguiendo la metodologia
establecida para ello en el paragrafo de "determinacion de actividad enzimatica”; de igual
manera se procedio a la determinacidn de la proteina celular desarrollada.

47 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE TOLUENO COMO
PLASMOLIZADOR SOBRE LA VELOCIDAD DE LA REACCION ASPARTATO-
AMONIACOLIASA CATALIZADA POR CELULAS DE B. cereus Y E. cloacae.

En los procesos tecnolégicos en los que se utilizan células de microorganismos en calidad de
catalizadores, el transporte de las sustancias a través de la pared celular y la membrana
citoplasmatica en condiciones naturales, se realiza principalmente por difusion pasiva que se
somete a la Ley de Fick o por difusion facilitada debido al estado en el que se encuentran las
células y a la fuerza i6nica de la solucién externa por la alta concentracién de los sustratos.
Esto constituye una de las principales limitantes ya que la velocidad del proceso dependera de
la velocidad a la que se transporten los sustratos a través de la pared celular y membrana
citoplasmatica, la cual, no es suficiente para justificar el uso de estos biocatalizadores; debido
a ello es necesario, en primer lugar, investigar las posibilidades de aumentar la permeabilidad
de la membrana para los sustratos y productos de la reaccién. En relacion con este punto, se

revisaron diferentes métodos de activacion que producen un aumento en la velocidad de

. 707 : .
transporte de las sustancias 0-73. en estos trabajos se describe que al calentar brevemente las

células de E. coli hasta una temperatura cercana a la letal, ocurre el desprendimiento de los
lipopolisacaridos y de algunas proteinas; asimismo, que cambia el estado fisico de los
componentes de la membrana. En el trabajo de Hitchener’® se establecié que bajo un choque
térmico de las células de E. coli, ocurrié un cambio en la estructura de la membrana externa

de las células que sin embargo, no ocasiond su muerte, y aproximadamente el 20% de los
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lipopolisacaridos se segregé a la solucion. Posteriormente se utilizé etilendiaminatetracetato
(EDTA) 1mM, el cual aument6 la extraccion de los lipopolisacaridos hasta un 50%. Se sefialé
también que el choque térmico ocasiond un cambio en la membrana citoplasmatica debido a
la extraccion de lipopolisacéaridos y de algunas enzimas. Un efecto muy parecido al descrito
en el trabajo de Hitchener, es ocasionado por la accién del tolueno, EDTA, cloroformo, éter,
dimetilsulfoxido, fenol, acetona, alcoholes alifticos, etc *0°253:108.119.157

En el presente trabajo se investigo la accién que ejerce el tolueno como plasmolizador y
se estudié ampliamente su efecto sobre la pared celular y membrana citoplasmatica de los
biocatalizadores obtenidos y que se ve reflejada en la velocidad de la reaccién catalizada por
las células completas de B. cereus y E. cloacae, y posteriormente en los valores de su
actividad aspartatoamoniacoliasa. Con relacion a este punto, se efectuaron experimentos
donde se estudid la velocidad inicial de la reaccion aspartatoamoniacoliasa en reactores de
mezclado ideal, catalizada por células libres de B. cereus y de E. cloacae bajo las siguientes
condiciones de reaccion: sustrato-fumarato de amonio 0.5M, pH-8.0, MgCl;-0.1%, T-37°C,
variando la concentracidn de tolueno (%): 0. 0.1, 0.2,0.3, 0.4, 0.5. 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0, para
B. cereus y estudiando ademas. 1.5%, 2.0% y 2.5% en el caso de E. cloacae. El curso de la

reaccion y la determinacion de la actividad enzimatica, se realizé de acuerdo a la metodologia

mencionada en el apartado de "determinacidn de la actividad enzimatica™.



4.8 EMPLEO DE CLORANFENICOL PARA COMPROBAR EL ESTADO DE

ANABIOSIS DE LAS CELULAS DE B.cereus DURANTE LA

BIOTRANSFORMACION DE ACIDO FUMARICO EN ACIDO L-ASPARTICO.

Estos experimentos tuvieron como propodsito, establecer si la sintesis de la

aspartatoamoniacoliasa ocurre de nove al utilizar las células de Bacillus cereus como
biocatalizadores de la sintesis del aminoacido L-aspartico en reactores tipo batch o si las
células sobreproducen la enzima mencionada en el transcurso de la fermentacion y se
encuentran, en la biotransformacién. en un estado de anabiosis. Para ello, se inhibieron
algunos procesos de la actividad vital de las células microbianas como la sintesis de proteinas.
Se utilizé uno de los antibidticos mas efectivos para células bacterianas, el cloranfenicol, que
inhibe la formacion del enlace peptidico como resultado del bloqueo del sitio activo de la
peptidiltransferasa en la subunidad 50S del ribosoma .

Las células de B.cereus se cultivaron en el medio nutritivo previamente seleccionado,
durante 6 h a 30-32°C bajo agitacion constante. El cloranfenicol se afiadié al cultivo en
concentraciones de 300 pg/ml, después de iniciada la fermentacién: a las 2, 3, 4 y 5 horas,
continuando la incubacién hasta las seis horas establecidas inicialmente. Después de este
tiempo de incubacion, la biomasa celular desarrollada, se separé por centrifugacién a 6370Xg
durante 20 min a 2-4 °C. Se determind también la proteina celular por el método de
Peterson' '>. El paquete celular obtenido en cada caso, se utilizd como biocatalizador de la
reaccidn aspartasa que se realizd en reactores batch de acuerdo a la metodologia previamente
descrita para este fin. Simultanecamente, la reaccién se efectué utilizando mezcla reaccionante
que no contenia tolueno en calidad de plasmolizador, para establecer ademas si la integridad
de la membrana celular no se veia afectada por el cloranfenicol, ya que como es sabido, este

afecta toda la sintesis de proteina de la célula, incluyendo las proteinas que van a formar parte
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de la pared celular y membrana citoplasmatica. Como control de estos experimentos, se
realizaron estudios cinéticos de consumo de sustrato, utilizando como catalizadores cé€lulas

cultivadas por el tiempo establecido (6 h) sin la presencia del cloranfenicol en el medio de

incubacién ni en el sisterna reaccionante.
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RESULTADOS Y DISCUSION

CAPITULO V

5.1 OBTENCION DE CULTIVOS PUROS E IDENTIFICACION DE LAS CEPAS
SELECCIONADAS.

Después del tratamiento de las muestras colectadas de acuerdo a lo descrito en metodologia
para este punto, se obtuvieron cultivos perfectamente puros6. En esta etapa se obtuvieron mas
de treinta cepas diferentes, tanto bacterias, levaduras y hongos, lo cuil fue determinado por el
tipo de crecimiento que presentaron en el medio utilizado; aunque el cultivo predominante era
bacteriano ya que los hongos generalmente tienen un desarrollo mas lento que las bacterias y
cuando llegan a coexistir, el desarrollo de estas sobrepasa al de los hongos®.

El cultivo de las colomias bacterianas seleccionadas en el medio sodlido indicado dio
como resultado el aislamiento de tnicamente seis cepas. Posteriommente se seleccionaron dos
cepas que presentaban un excelente desarrollo en el medio solido en el cual se habia
aumentado la cantidad de acido L-aspartico hasta 0.1%. Esto fue realizado basandonos en que
el acido L-aspartico es utilizado como inductor en el medio y por lo tanto, para que pueda ser
utilizado por la célula, esta debe sobreproducir la enzima aspartatoa:norﬁacoliasaGJ‘s}‘N""s.

Después de aproximadamente 150 resiembras de las dos cepas en el medio sélido bajo
diferentes concentraciones de acido L-aspartico, se obtuvieron los resultados que se expresan
en la tabla 1; de acuerdo a los cuales, las cepas que presentan un excelente desarrollo a las 24h
de incubacién indican que en ellas se estimula la ruta metabdlica de formaciéon de la
aspartatoamoniacoliasa con esta cantidad de inductor lo que les permite adaptarse al medio de

cultivo y desarrollarse. Con base en estos datos, se establecié como medio de cultivo sdlido
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base el siguiente (%): NaCl-0.1, KCl-0.1, peptona 1.0, extracto de levadura 0.5, agar

bacterioldgico-2.0 y acido L-aspartico-0.1.

S.1.1 Identificacion de los microorganismos seleccionados

La clasificaciéon de los microorganismos en grampositivos y gramnegativos establecida
por la reaccién de las células bacterianas a la tincién de Gram®***®”. Los resultados de la tincién
diferencial por el método de Gram, se muestran en la tabla No.2. Los resultados de las pruebas

bioquimicas para las dos cepas seleccionadas, los cuales fueron comprobados por la ATCC, se

expresan en la tabla 3.
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Tabla 1.

Resultados del cultivo de dos cepas bacterianas desarrolladas en medio sélido que

contenia (%): NaCl-0.1; KCI1-0.1, peptona-1.0, extracto de levadura-0.5, agar-2.0 y

diferentes cantidades de acido L-aspartico.

30-32°C, tiempo de incubacién: 24-48 hrs.

Condiciones de incubaciéon: temperatura:

Cepas Acido L-aspartico, %
0.0 0.05 0.1 0.2 0.3
I +++ ++ - +++ +-- S
1I ++ + + + - ++ + --— ---

+++ Excelente desarrollo a las 24 hrs.

-— No hubo desarrollo en 24 mi 48 hrs.

++- Desarrollo regular en 48 hrs.

Tabla 2.
Resultados de la identificaciéon por tincion de Gram, de los microorganismos
seleccionados,
Cepa Morfologia coloniat Morfologia celular
I Colonias opacas, irregulares, con | Bacilos rectos, grampositivos o gram
margenes lobulados, elevadas, de | variables. Las células se encuentran

superficie rugosa.

raras veces en forma aislada y con mas
frecuencia formando cadenas cortas
con una endospora formada en la
region central o subterminal.

II

Colonias enteras, brillantes, circulares,
lisas, transparentes.

Bacilos pequefios gramnegativos. Las
células se encuentran generalmente en
forma aislada.
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Tabla 3.

Resultados del estudio sobre la identificaciéon de las cepas seleccionadas mediante sus
caracteristicas bioquimicas.

Prueba bioquimica Cepa I (Bac. Gram +) Cepa Il (Bac. Gram -)
Voges Proskauer + +
Utlizacion de citrato + +
Indol

Rojo de metilo

Hidrolisis de almidon

Descomposicion de caseina

Descomposicion de tirosina

+ |+ [+ |+

Acido a partir de glucosa

Acido a partir de arabinosa

Acido a partir de manitol

Reaccion yema de huevo +

Lisina

Arginina

Ornitina

KCN

Malonato

Celobiosa

AR AEA S

Una vez realizados estos estudios, se procedié a consultar libros de referencia que

- - - - . . 4
contienen las descripciones de las especies microbianas'*?° y los resultados finales de la
identificacién fueron los siguientes:

Cepa I - identificada como Bacillus cereus

Cepa II - identificada como Enterobacter cloacae

88



52 COMPROBACION DEL DESARROLLO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
ASPARTATOAMONIACOLIASA EN CELULAS DE B. cereus y E. cloacae.

Los resultados de los estudios cinéticos de consumo de sustrato, fumarato de amonio para
comprobar la actividad enzimatica desarrollada en los biocatalizadores disefiados, se muestran
en las Fig.1 y 2 para B. cereus y E. cloacae respectivamente. En ambas figuras se observa que
a medida que transcurre el tiempo de reaccion, hay un cambio en la concentracién de sustrato;
en la Fig.1, las velocidades iniciales de la reaccion, calculadas como la tangente del angulo de
desviacidon en la grafica de [S]=f(t), tienen los siguientes valores: para la curva A, que
comresponde a la reaccion catalizada por células que fueron propagadas en medio de cultivo
sin inductor, es de 2.56 x 10” mmoles/ml.min y para la curva B, que corresponde a la
reaccion catalizada por células de B. cereus cultivadas en un medio con inductor, 4.98 x 10°
mmoles/ml.min. En la Fig.2 que corresponde a la reaccion catalizada por células de E.
cloacae, la curva A representa la reaccién catalizada por células cultivadas sin inductor en el
medio y l1a B para la reaccion catalizada por c€lulas cultivadas en un medio con inductor. La
velocidad inicial es de 2.0 x 10 mmoles/ml.min y 4.16 x 10® mmoles/ml.min
respectivamente. De acuerdo a los datos obtenidos de estas graficas, la actividad aspartasa
basal para células de B. cereus fue de 15.36 U, considerando como Unidad de actividad
aspartasa. la cantidad de micromoles de sustrato que es transformado en acido L-aspartico por
miligramo de proteina cada hora. (Fig.1A) y de 300U(Fig.1B) y para E. cloacae de 12 U la
actividad basal (Fig.2 A) y de 240 U. (Fig.2B) en presencia del inductor. La relacién de
induccion (RI), (cociente de actividad enzimatica inducida y basal) para la aspartasa de B.

cereus fue de 19 y para la de E. cloacae fue de 20.
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Fig. 1

Cinética del consumo de sustrato, fumarato de amonio, en la reaccién aspartasa
catalizada por células de Bacillus cereus cultivadas en presencia (B) y en
ausencia (A) de inductor.

Condiciones de reaccion: Fumarato de amonio-0.5M, pH 8.0, T 37°C, tolueno
1%, MgCl,, proteina celular-1.0 mg/ml.
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Fig. 2

Cinética de consumo de sustrato, fumarato de amonio en la reacciéon aspartasa
catalizada por células de Enterobacter cloacae cultivadas en presencia (B)yen
ausencia (A) de inductor-.

Condiciones de reaccién: Ver Fig. 1
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5.2.1. Estrategia bioquimica para la sobreproduccion de Ia enzima

aspartatoamoniacoliasa en células de microorganismos.

En el disefio de biocatalizadores basados en células de microorganismos, los flujos
metabédlicos son la clave para comprender las regulaciones metabolicas; por ello, es necesario
conocer la ruta que siguen en el interior de la célula, cada una de las sustancias que componen

los medios de cultivo en que son propagados los microorganismos y que son utilizados por

estos como nutrientes”.

En el presente trabajo, el acido L-aspartico que es afiadido al medio de cultivo, puede ser
utilizado inmediatamente por las células. Esto se relaciona con el hecho de que los
microorganismos pueden emplear no solamente un tipo de fuente de carbono, nitrogeno u otra
sustancia, sino varios. Si por ejemplo, en el medio existe una mezcla de diferentes sustancias,
las células utilizardn en primer lugar aquéllas que son mas accesibles; es decir, un aminoacido
en lugar de amoniaco, y esto se fundamenta en que el aminoacido puede introducirse
directamente en el metabolismo microbiano y en las c€lulas se cierma el proceso de sintesis de
las enzimas (represion) que catalizan la formacion de aminoéacidos a partir del amoniaco*’. Ya
en el interior de la célula, el 4cido L-aspartico puede ser utilizado por el metabolismo
constructivo o ser sometido a reacciones catabdlicas y servir como fuente de carbono y
energia. Algunos aminoacidos, incluyendo el acido L-aspartico, estan tan estructuralmente
relacionados con los productos interrnedios del metabolismo celular, que su disociacidon se
realiza en forma bastante sencilla. De esta manera, conociendo el tipo de reacciones al que
pueden ser sometidos los aminoacidos en las células microbianas, podemos deducir que el
acido aspartico que es afiadido al medio de cultivo en calidad de inductor para que el
microorganismo sobreproduzca la enzima aspartasa, se cataboliza mediante una desaminacién
directa y de esta manera puede incorporarse al ciclo de los acidos tricarboxilicos como
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fumarato, participando en la formacién de energia que la célula utilizara posteriormente®®.
Aspartato ———» Fumarato + NH3

Esta ruta de entrada del acido L-aspértico al metabolismo celular, no es caracteristica de
todos los microorganismos ya que generalmente es transformado inicialmente en oxalacetato;
sin embargo muchas bacterias, principalmente, pueden incorporar el aspartato a su
metabolismo por la via mencionada.

Existen diversos trabajos sobre analisis de flujos metaboélicos®; sin embargo, es un tema
abierto a la investigacion ya que no ha sido explicada en forma concluyente la relacion que
hay entre los flujos metabdlicos y la regulacion de las enzimas. ya que esto ultimo, en nuestro
caso particular, depende relativamente, de la cantidad de inductor, de su transportacién al
interior de las células, de la necesidad de energia en un momento determinado, de la

degradacién y acumulacién de la enzima, etc.

5.2.2 Identificacion del producto de reaccidn:

Los resultados del cromatograma se presentan en la Fig.3; de acuerdo a ellos, podemos
concluir que el producto de la reaccién aspartasa es realmente el acido L-aspartico ya que su
posicidn en el cromatograma (Rf), concuerda exactamente con la posicién de la mancha del
acido L-aspartico de grado analitico y ademas, se aprecia la misma posiciéon de este
aminoacido en la mezcla de los aminoacidos colocados en la placa.

Como se habia mencionado, el método de ninhidrina es general para todos los
aminoacidos, asi que la identificacion final del acido L-aspartico obtenido se realizé por
cromatografia de liquidos (HPLC) Fig.4. En este cromatograma podemos observar otro pico
de respuesta, que de acuerdo al tipo de reaccion, es un producto secundario que

corresponderia al dcido malico.
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Fig. 3
Cromatograma para la identificacion del producto de Ia reacciéon

aspartatoamoniacoliasa. 1- control (aminoacido L-aspirtico de grado analitice), 2 —
mezela de aminoacidos: histidina, lisina, Acido L-aspartico (producto de reaccidn),
tirosina y triptofano, 3 — producto de la reaccién aspartatoameoniacoliasa (acido L-
aspartico).

Fase mévil: acido acético-butanol-agua (1:1:1)

Fase fija: silica gel

Revelador: ninhidrina
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Fig. 4
Cromatograma de identificacion del acido
L-aspartico por HPLC
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5.3 SELECCION DE MEDIOS DE CULTIVO LIiQUIDO PARA LA PROPAGACION
DE LOS MICROORGANISMOS CON ACTIVIDAD ASPARTATOAMONIACO-
LIASA
Los resultados de esta serie de experimentos se muestran en forma resumida en la Tabla 4. El
analisis de los resultados expresados en la tabla No.4, nos indica que las células de B. cereus
desarrolladas en el medio IV, expresan una actividad enzimatica aspartatoamoniacoliasa,
superior a la que expresan cuando se desarrollan en los demas medios utilizados. Resulta
interesante destacar que en este medio de cultivo, el caldo de Hottinger fue sustituido por
caldo nutritivo que es un medio estandarizado que permite el crecimiento de un gran namero
de microorganismos

La mayor acumulacién de biomasa. se observa también en el medio IV, aunque es solo
un 14% mas en comparacién con el medio III; sin embargo, la velocidad inicial de la reaccién
es mayor en un 83% cuando se emplean como catalizadores las células desarrolladas en el

medio I'V que en el medio III.

En la literatura'"* se tienen datos sobre el aumento de la actividad aspartasa en células de

. 1 3 il L
E. coliB”, A aeroge’ne.s'l2 y Ps. fluare.*rr:emr"l en presencia de acido L-aspartico. En nuestros

experimentos, los medios IILIV y V., contienen el acido L-aspartico en el medio de
propagacion; sin embargo, podemos observar en la tabla de resultados, que aun cuando no
existe una variacién muy notable en la concentraciéon de proteina celular, la diferencia es
definitiva tanto en la velocidad de la reaccién como en la expresion de la actividad enzimatica
de las células de B. cereus desarrolladas en el medio IV.

Los medios 1 y V, tiene en comin unicamente el caldo de Hottinger; la cantidad de
proteina celular determinada para B. cereus desarrollada en el medio V, es el doble de la

cantidad de proteina de las células desarrolladas en el medio I; si observamos los valores de
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la velocidad inicial de la reaccidn catalizada por estas células, son también el doble. Esto nos
indica que las células desarrolladas en el medio V duplican la formacion de la enzima
aspartasa en comparacion con la que forman al desarrollarse en el medio 1. Esto se refleja
unicamente en la velocidad inicial de la reaccidn, como se observa en los resultados expuestos
en la Tabla 4. Logicamente, la actividad enzimatica aspartatoamoniacoliasa no tiene
variacion.

Cuando la reaccién aspartasa es catalizada por células de B. cereus desarrolladas en el
medio II, que contiene glucosa entre sus componentes, tiene la velocidad inicial mas baja, lo
que al parecer esta relacionado con una depresiéon de la aspartasa por la glucosaﬂ- Puede
suponerse de acuerdo a los datos de la literatura, que cuando las células utilizan a la glucosa
como fuente de carbono, simultdneamente con la represion de la aspartasa ocurre,
probablemente, la induccién de otra enzima, la glutamatodeshidrogenasa que cataliza la
inclusion inicial del amoniaco en los aminoacidos. Es probable, que este mecanismo de
regulacién ocurra también en las células de B. cereus desarrolladas en este medio II, ya que
los resultados obtenidos apuntan hacia esta explicacion.

De esta manera, fue seleccionado ¢l medio IV como el mas adecuado para la

propagacion de las células de B. cereus con actividad aspartatoamoniacoliasa.
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Tabla 4

Comparacién de la actividad enzimaitica aspartatoamoniacoliasa de células de B. cereus

desarrolladas en diferentes medios de cultivo liquido.

Medio liquido Conc.proteina Vel.inic.10? Unidades de
mg/ml mmoles/ml.min Actividad aspartasa
I 0.435 1.74 240
i\ 0.775 1.08 83.6
Il 1.12 1.66 89
4 1.3 9.06 443
Vv 0.954 3.96 249
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5.4 DETERMINACION DEL TIEMPO OPTIMO DE INCUBACION DE CELULAS
DE B. cereus Y E. cloacae DONDE PRESENTAN UNA MAXIMA EXPRESION DE
LA ACTIVIDAD ASPARTATOAMONIACOLIASA.

Los resultados del estudio sobre la determinacion del tiempo 6ptimo de incubacién para
células de B. cereus, se resumen en la Tabla 5 y se expresan graficamente en la Figura S y
para E. cloacae, se resumen en la Tabla 6 y graficamente se presentan en la Figura 6.

El anélisis de los resultados presentados en la Tabla 5, nos indica que el tiempo de
incubacion en el que las células de B. cereus reflejan un valor maximo de la actividad
aspartatoamoniacoliasa es de 6 h en el medio de cultivo liquido utilizado para su propagacion.
A las 8 h se observa que la velocidad inicial de la reaccién. tiene un valor de 9.0 x 107
mmoles/ml.min el cuil es muy parecido a la velocidad inicial de la reaccion a las 6 h de
incubacién, 8.76 x 10° mmoles/ml.min; pero la cantidad de proteina celular total es un poco
mas a las 8 h, lo que explicaria que el valor de la velocidad inicial de la reaccion a este tiempo
de incubacion, es un poco mas alto.

Al aumentar la edad del cultivo, la concentracion de proteina permanece constante desde
las 8 hasta las 12 horas de incubacién (1.2 mg/ml). pero la velocidad inicial de la reaccién y la
actividad enzimatica disminuyen sensiblemente. A las 10 h. de incubacion, la velocidad
inicial tiene un valor de 4.98 x 10> mmoles/ml.min y la actividad enzimatica es de 250
Unidades (umoles/mg.h); de tal manera que la disminucién es practicamente un 50% de la
que expresan las células a las 6 h de incubacion.

En la Figura 5 se presenta la relacién que existe entre el estado fisioldgico en el que se
encuentran las células de B. cereus y la fase de crecimiento en la que expresan la maxima
actividad aspartasa. En el eje de las ordenadas, se expresa la actividad enzimatica del

biocatalizador y también la cantidad de biomasa expresada cuantitativamente como proteina

99



celular total y en el eje de las abscisas, el tiempo de incubacién en horas. El andlisis de estos
datos nos indica que la enzima aspartatoamoniacoliasa, es sobreproducida a las 6 horas de
desarrollo de las células de B. cereus; es decir, al final de la fase logarittnica; posteriormente,
al entrar a la fase estacionaria, esta actividad enzimatica disminuye y es diferente ain en la
misma fase de desarrollo del microorganismo. Lo anterior puede explicarse porque en esta
fase estacionaria, el nimero de cé€lulas permanece constante pero su fisiologia es diferente en
cada tiempo de incubacién®. Para las células de Bacillus cereus, la fase lag o de adaptacion
de las células al medio de cultivo es muy corta, I hora, y a la segunda hora de incubacién
entra en fase logaritmica hasta las 7 horas en las que priacticamente se inicia la fase
estacionania. La fase de muerte celular empieza a las 13 horas de incubacién.

El analisis de los resultados de la Tabla 6 nos muestra que a las 2, 4. 6 y 8 horas de
incubacion de E. cloacae bajo las condiciones mencionadas con anterioridad. no hay un
aumento practicamente de la concentracion de proteina y por lo tanto, no se observa ningan
cambio en la concentracién del fumarato de amonio o sustrato. Al aumentar la edad del
cultivo, aumenta también la concentracién de proteina celular, determinada por el método de
Peterson como se indica en el paragrafo correspondiente, hasta que se alcanza un punto en la
que permanece constante; esto ocurre a las 14 y 16 h. Al calcular los datos de velocidad inicial
de la reaccion, determinados por las tangentes de los angulos de desviacién en las graficas de
[S]=f(t), vemos que de las 10 a las 12 h. de incubacién, la velocidad inicial de la reaccién
catalizada por E. cloacae, aumenta en un 60%. A las 14 y 16 h. de incubacidn, aunque la
cantidad de proteina celular total es la misma, los valores de la velocidad inicial de la reaccién
son diferentes, siendo mas alto a las 14 h (12.0 x 10° mmoles/ml.min); aunque este valor solo
es un 10% mayor que el obtenido cuando la reaccion es catalizada por células con 12 h de

incubacion. Esto puede explicarse por el hecho de que aunque no se conozca la cantidad real
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de la enzima aspartasalog, su presencia puede detectarse por el cambio en la concentracién del
sustrato utilizado en esta reaccién en funcién del tiempo; asi, en este caso y de acuerdo a los
valores de la velocidad inicial, podemos considerar que la cantidad de la enzima aspartasa
contenida en las células de E. cloacae bajo estos dos tiempos de incubacion, es practicamente
la misma aun cuando la concentracion de proteina sea mayor a las 14 h. que a las 12; lo cual
puede explicarse porque al aumentar la edad del cultivo, aumenta la cantidad de biomasa pero
no necesariamente se forma mas enzima aspartasa' '* ya que la célula forma otras proteinas
que estan relacionadas con la fase de desarrollo en la que se encuentren”™ ',

Si comparamos los valores de la actividad enzimatica correspondiente a las células de E.
cloacae con diferente edad de cultivo, observamos que las células con 12 h. de incubacion,
expresan la mayor actividad enzimatica, 650 U. La determinacion de la actividad enzimatica
de acuerdo a la técnica descrita en el paragrafo correspondiente. involucra la velocidad inicial
de la reaccién y la cantidad de proteina celular total; de acuerdo a esto y a los valores
obtenidos de los pardmetros mencionados. observamos que aun cuando la velocidad inicial de
la reaccion sea mas alta a las 14 h. al determinar la actividad enzimatica, este valor se dividira
entre la cantidad total de proteina y debido a que en este tiempo de incubacidn, esta es 50%
mas que a las 12 h,, el valor de la actividad enzimatica disminuye practicamente un 30% del
que las células expresan a las 12 h. Aunque los datos de la cantidad de proteina en estos dos
puntos nos indican que a las 12 h es de 1 mg/ml y a las 14h es de 1.5 mg/ml, la diferencia
corresponde a proteina celular que no es la enzima que cataliza esta reaccion, ya que de ser
asi, los valores de la velocidad inicial de la reaccion en estos dos puntos, fueran muy
diferentes y como ya se menciond, solo hay un 10% de diferencia entre ellos. A las 16 horas
de incubacién, el microorganismo se encuentra todavia en fase estacionaria pero la actividad

enzimatica que es de nuestro particular interés, ha disminuido en un 40% de la expresada en el
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tiempo 6ptimo, 12 h. Por lo tanto, estos resultados nos llevaron a proponer como tiempo
optimo de incubacién para células de E. cloacae con actividad aspartatoamoniacoliasa, el de
12 h. en el medio liquido bajo las condiciones mencionadas.

En la Fig.6, se expresan los resultados sobre el estudio de tiempo de incubacion en el
que las células de E. cloacae, muestran la maxima actividad enzimatica
aspartatoamoniacoliasa en correspondencia con el estudio cinético de crecimiento microbiano.
De acuerdo a estas graficas, el valor maximo de actividad enzimatica se alcanza cuando las
células se encuentran al final de la fase logaritmica o principios de la fase estacionaria, con un
tiempo de incubacion de 12 h. Para E. cloacae, la fase lag es mas larga, hasta 7 h;: alas 8 h

entra en la fase logaritmica la cual dura 4 h. La fase estacionaria se inicia a las 13 h y continia

todavia a las 16 h.
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Tabla S,

Resultados sobre el estudio de determinaciéon del tiempo iptimo de incubacién de

células de B. cereus en el que exhiben un valor maximo de la actividad enzimaditica

aspartatoamoniacoliasa.

Tiempo de Conc. de proteina® Vel.inic.10® Unidades de
incubacién, (h) mg/ml mmoles/ml.min actividad aspartasa®

0 0.08 +£0.01 0 0

2 0.1+ 0.02 0 0

4 04 +0.023 0.74 111 +£30
6 1.0+0.03 8.76 525 +25
8 1.2+ 0.003 9.0 450 + 35
10 1.2 +0.002 498 249+ 15
12 1.2+0.035 3.36 168 = 10
14 1.0+ 0.04 2.34 140 % 29
16 0.88 + 0.01 1.32 90 x 32

* Media %= Desviacion estandar, n=5
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Fig.5
Efecto del tiempo de incubacién de B. cereus sobre la expresién de su
actividad aspartasa (a) en la reaccion de sintesis del dcido L-aspartico y
definicién de Ia fase de crecimiento celular en la que se presenta la
maxima actividad enzimatica (b).
Condiciones de reaccién: fumarato de amonio - 0.5M, pH 8.0, T 37°C,
tolueno 1%, MgCL 0.1%.
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Tabla 6

Resultados del estudio sobre la determinacion del tiempo éptimo de incubaciéon para

células de E. cloacae donde reflejen su maxima actividad aspartatoamoniacoliasa.

Tiempo de Conc. proteina® Vel.inic.10® _Unidadesde
incubacién mg/ml mmoles/ml.min actividad aspartasa
(h)
0 0.08 +0.003 0 0
2 0.08 + 0.005 0 0
4 0.08 £0.01 0 0
6 0.08 + 0.02 0 0
8 0.2 +0.006 0 0
10 0.5 = 0.004 4.44 533+29
12 1.0 +£ 0.003 10.8 650+ 17
14 1.5+0.02 12.0 480 + 20
16 1.5+ 0.03 96 384 +12

* Media + Desviacion estandar, n=5
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Efecto del tiempo de incubacién de células de Enterobacter

cloacae sobre la expresién de su actividad enzimatica aspartasa (a) y
definicion de la fase de crecimiento en la que se expresa la maxima
actividad enzimatica.

Condiciones de reacciéon: Fumarato de amonio- 0.5M, pH 8.0, T 37°C,
tolueno 1%, MgCl,; 0.1%
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5.5 ESTUDIO SOBRE LA INFLUENCIA DE CADA UNO DE LOS COMPONENTES
DEL MEDIO DE CULTIVO LIQUIDO SELECCIONADO, SOBRE LA EXPRESION
DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA ASPARTASA, DE CELULAS DE B. cereus.

Los resultados de estos estudios, se muestran en las Tablas 7, 8, 9 y en las Figuras 7,8 y 9. El
andlisis de los resultados expresados tanto en la Tabla 7 como en la Fig. 7, nos indica que al
aumentar la concentracion de caldo nutritivo en el medio de propagacion, aumenta también la
proteina celular desarrollada; esto es, que el desarrollo de la biomasa esta limitado por la
cantidad de caldo nutritivo agregada al medio liquido. Los postulados fundamentales de la
teoria de crecimiento de un cultivo microbiano, fueron formulados para las condiciones en
que la velocidad de crecimiento del cultivo esté determinada por la concentracién limitante de
un de los componentes del medio 7% "® De esta manera, la limitacién desde el principio
fue ubicada como una de las condiciones necesarias en el fundamento de la teoria del cultivo
dirigido de los microorganismos y fue analizada como un fenémeno que se expresa en que la
velocidad de crecimiento disminuye simultineamente con la disminucion de la concentracion
de dicho componente en el medio de cultivo en el que se encuentra al minimo.

Los datos sobre la velocidad inicial de la reaccion, la cual tiene una relacién directa con
la cantidad de enzima aspartasa presente, muestran que al aumentar la cantidad de caldo
nutritivo en el medio, hay un aumento gradual de la velocidad inicial pero llega a un punto
maximo y luego decae hasta un 40%; esto significa que aun cuando la biomasa celular
aumente, el estado fisiologico de las células es diferente, dependiendo de la concentracién de
caldo nutritivo utilizada y por lo tanto, de la disponibilidad de sustrato nutritivo presente;

ademas. la formacion de la enzima aspartatoamoniacoliasa, no es proporcional a la cantidad

de biomasa producida.
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Asi, la determinacion cuantitativa de la actividad enzimatica de las células de B.
cereus alcanza un valor maximo (828 U), cuando las células se propagan en un medio que
contenga caldo nutritivo en una cantidad de 0.8% .

El analisis de los datos expresados en la Tabla 8 y en la Fig. 8, nos muestra que la
peptona como componente del medio de propagacién, no tiene una influencia significativa
sobre la formaciéon de biomasa microbiana, la cuil esta reflejada en el contenido de proteina
celular; probablemente este hecho esté relacionado con que el caldo nutritivo que se utiliza
también en este medio, contiene peptona que puede ser de un origen diferente al que se utiliza
para este estudio y que tenga la propiedad de ser mas facilmente asimilable y permitir mas
rapidamente el crecimiento bacteriano, ya que esta es una caracteristica particular entre las

peptonas de diferentes tipos (dependiendo de la proteina utilizada: carmne, caseina o gelatina y

el método de digestion)''®. Lo anterior no significa que en su totalidad, la peptona de caseina

empleada para este estudio, no sea utilizada por las células de B. cereus va que si analizamos
los valores de la velocidad inicial para esta reaccion, observamos que aumentan gradualmente
al aumentar la cantidad de peptona en el medio de cultivo; llega a un valor maximo y luego
disminuye; asi que las caracteristicas fisiologicas de las células si varian, porque la cantidad
de enzima aspartasa forrnada es diferente para cada concentracién de peptona utilizada, lo
cual se refleja directamente en los valores de la velocidad inicial de la reaccion.

La cuantificacién de la actividad aspartatoamoniacoliasa de las células de B. cereus,
presenta un cuadro parecido al de la velocidad inicial; aumenta conforme aumenta la
concentraciéon de peptona en el medio de cultivo, llega a un maximo y posteriormente
disminuye. De acuerdo a los datos de la Tabla 8, se definié como la concentracion éptima de
peptona agregada al medio de propagacion de B. cereus la de 0.3%; la cudl le permite al
microorganismo expresar en fonma maxima la actividad enzimatica aspartatoamoniacoliasa.
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En los resultados expresados en la Tabla 9 y en la Fig.9, podemos observar que el
extracto de levadura afiadido al medio de propagacién para B. cereus, no es un factor limitante
para el crecimiento del microorganismo ya que no existe variacién en la cantidad de biomasa
formada, expresada como la concentracién de proteina celular. Es importante mencionar, que
el extracto de levadura es utilizado como componente de los medios nutritivos para que tenga
lugar un desarrollo normal del microorganismo; pertenece al grupo de sustancias llamadas

"factores de crecimiento”, las cudles tienen un papel importante en la regulacién y

estimulacién del metabolismo microbiano''®; tienen para los microorganismos el mismo

significado que las vitaminas para los organismos superiores. En este caso particular, el
término de "crecimiento”, no esta relacionado con el aumento de la poblacién celular. El
analisis de los datos de velocidad inicial de la reaccion aspartasa catalizada por las ¢élulas de
B. cereus que se desarrollan en los medio con diferentes concentraciones de levadura, nos
conduce a establecer que en ausencia total de extracto de levadura en el medio, la velocidad
inicial de la reaccién es muy baja, lo mismo que la actividad enzimatica (casi un 70% menos
gue la maxima expresada), pero que al aumentar el extracto de levadura en el medio, aumenta
también estos, aunque no en forma gradual; de hecho, cuando se utiliza el extracto de
levadura a concentracion de 0.2 y 0.25%, observamos los mismos valores para los parametros
mencionados; posteriormente a concentraciones mas altas, estos disminuyen, lo que nos habla
de que este componente si tiene un efecto sobre la formacion de la enzima aspartasa en las
células de B. cereus. Para fines practicos, se eligié como cantidad éptima de extracto de
levadura afiadida a) medio de cultivo liquido, la de 0.2%.

Los resultados de esta serie de experimentos presentados en las Tablas anteriores (7.8 y
9) nos indican la importancia del caldo nutritivo como componente del medio de propagacién

de las células de B. cereus, ya que su ausencia en este, se refleja en que se tiene el valor mas
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bajo de cantidad de proteina, de velocidad inicial de la reaccién y también la actividad
enzimatica mas baja, lo cuil no ocurre cuando los otros dos componentes estudiados estan
ausentes, ya que en este caso, el caldo nutritivo esta agregado al medio en un 0.8% y tanto la
concentracion de proteina como la velocidad inicial y la actividad enzimatica aspartasa, tienen
valores mas altos. Cuando hay una combinacién de caldo nutritivo al 0.8%, peptona al 0.3% y
extracto de levadura al 0.2%, se logra tener la mejor velocidad inicial de la reaccion y la

maxima expresion de la actividad enzimatica aspartatoamoniacoliasa de las células de B.

cereus desarrolladas en este medio.
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Tabla 7

Resultados que expresan la influencia de la concentracién de caldo nutritivo como

componente del medio de propagacién de las células de B. cereus, sobre la expresion de

su actividad enzimatica aspartatoamoniacoliasa.

Caldo nutritivo, (%) Conc.proteina Vel.inic.10? Unidades de
mg/ml mmoles/ml.min Actividad aspartasa’

0 0.290 1.05 217+ 25
0.1 0.400 2.72 408 + 18
03 0.500 461 553+ 21
0.5 0.580 6.18 639 £ 28
038 0.643 8.88 828 £ 19

1.0 0.950 5.28 333+ 15

* Media, = Desviacion estandar; n=6
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Fig.7

Efecto de la concentracion de caldo nutritivo en el desarrollo de B. cereus,
cuantificado como proteina celular (a), y en la expresion de su actividad
aspartasa (b) en la biotransformacién de acido fumarico en icido L-
aspartico.

Condiciones de reaccién: Fumarato de amonio-0.5M, pH 8.0, T 37°C,
tolueno 0.8%, MgCl, 0.1%.
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Tabla 8

Resultados sobre el estudio de la influencia de la concentracién de peptona como

componente del medio de propagacion de células de B. cereus, sobre la expresiéon de su
actividad aspartatoamoniacoliasa.

Peptona, (%) Conc.proteina Vel.inic.10° Unidades de
Mg/ml Mmoles/ml.min Actividad aspartasa®
0 0.511 2.64 309 + 35
0.1 0.522 4.32 496 = 52
0.3 0.586 9.0 921 £ 41
0.5 0.628 6.18 590 + 65
1.0 0.643 6.6 615 +43

* Media. = Desviacion estandar: n=6
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Influencia de la concentracién de peptona en el desarrollo de
Bacillus cereus cuantificado como proteina celular (a) y en la
expresién de su actividad aspartasa (b) en el proceso de
biotransformacién del dcido fumarico en dcido L-aspartico.
Condiciones de reaccion: Ver Fig. 8
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Tabla 9

Resultados del estudio sobre la influencia del extracto de levadura, como componente

del medio de propagacion de células de B. cereus, sobre la expresiéon de su actividad

aspartatoamoniacoliasa.

Extr. levadura Conc.proteina Vel.inic.10® Unidades de
(%) Mg/ml mmoles/ml.min Actividad aspartasa®
0 0.460 2.4 313+53
0.1 0.460 2.85 371 +42
0.2 0.460 6.24 813 £ 69
0.25 0.460 6.24 81363
0.3 0.466 5.1 665 + 48

* Media, + Desviacion estandar; n=6
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Fig. 9

Influencia de la concentracién de extracto de levadura en el
desarrollo de B.cereus , cuantificado como proteina celular (a) y
en la expresién de su actividad enzimatica aspartasa (b), en la
biotransformacién de dcido fumarico en dcido L-aspartico.
Condiciones de reaccion: Ver Fig. 8
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5.6 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE TOLUENO COMO
PLASMOLIZADOR SOBRE LA VELOCIDAD INICIAL DE LA REACCION
ASPARTATOAMONIACOLIASA CATALIZADA POR CELULAS DE B. cereus Y E.

clocae.

Los resultados de estos experimentos que tienen una repeticion de 10 veces, se presentan en
las Tablas 10y 11 yenlas Fig. 10y 11.

El analisis de los datos obtenidos nos permitio establecer que debido a que la aspartasa
es una enzima intracelular, cuando el tolueno no es afiadido a la mezcla reaccionante o cuando
es anadido en una concentracion baja (0.1%). el problema del transporte del sustrato hacia el
interior de la célula y la salida del producto de reaccion se aprecia en forrna muy notable, ya
que no se observa ningun cambio en la velocidad inicial de la reaccion catalizada por ambas
células (Tablas 10 y 11). A medida que se aumenté la concentracién de tolueno en la mezcla
reaccionante, se observo una disminuciéon gradual del periodo en el cuél el sustrato y el
producto, se trasladan de un lado al otro de la pared celular y la membrana citoplasmaitica;
dicho periodo, es conocido como de difusiéon. Desde una concentracion de tolueno de 0.8% se
logrd eliminar practicamente el periodo de difusion cuando se emplean células de B. cereus
como biocatalizadores. Para la reaccion catalizada por células de E. cloacae, se observa que el
periodo de difusion desaparece desde que se utilizan concentraciones de 0.5% y mads (2.5%)
Los datos de la velocidad inicial de la reaccion y la actividad enzimatica (Tablas 10 y 11), nos
sugieren que estos tienen el valor mas alto, cuando se utilizaron concentraciones de tolueno de
0.8% para B. cereus y 0.5% para E. cloacae. A concentraciones mayores estos valores van
disminuyendo. lo cual esta relacionado al parecer con un deterioro mayor de la membrana ya
que el tratamiento de las células con tolueno™® permite la extraccion de una gran cantidad de
sustancias como proteinas, fosfolipidos, lipopolisacaridos, incluyendo algunas proteinas
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citoplasmaticas especificas como la malatodeshidrogenasa. Este efecto es mas significativo en
ausencia de iones de magnesio; debido a ello, en el presente estudio, se afiadieron iones de
Mg®* en forma de MgCly. Se ha establecido también que el tratamiento de las células
microbianas con tolueno, no ocasiona un cambio que sea bastante notable en la estructura de
la membrana extema pero que si hay un cambio muy brusco en la estructura de la membrana
citoplasmatica’®; asi, la separacién de lipopolisacaridos de la membrana externa de la pared
celular por accién del tolueno, puede conducir a un aumento notable de su permeabilidad sin
cambio en la estructura; mientras que el cambio brusco en la membrana citoplasmatica no
necesariamente esta relacionado con el aumento de su permeabilidad en relacion con
diferentes sustratos. Para el caso de la reaccion catalizada por células de E. cloacae. desde una
concentracion de 1.5% y mas, las células pierden viabilidad. Esto fue comprobado al terminar
la reaccién ya que se realizo un cultivo en medio sélido tomando como inéculo, las células
empleadas en la reaccién y no se observd desarrollo en 24 h de incubaciéon a 30-32°C. La
accién estabilizadora del magnesio sobre la pared celular, esta relacionada con la formacion

de complejos metal-proteina. metal-lipopolisaciarido que aumentan la resistencia de los

1

enlaces de estas sustancias con la pared celular''

La conclusion general que se puede hacer, basandose en el analisis de los datos
obtenidos y en datos de literatura consiste en que el tratamiento de las células de B. cerews y
de E. cloacae con tolueno en presencia de iones de Mg”’, aumenta la permeabilidad, lo que
esta relacionado con la eliminacién o separacion de la pared celular y membrana celular, de
cierta cantidad de lipidos, proteinas, fosfolipidos y lipopolisacaridos y que adernas, depende
también de la concentracion del tolueno utilizada. Evidentemente que se deben considerar las
caracteristicas propias de la pared celular de las bacterias gramnegativas como E. cloacae, y
de las bacterias grampositivas como B. cereus, ya que aun y cuando el transporte de los
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sustratos y productos de la reaccion esta definido principalmente por la membrana
citoplasmatica, la pared celular tiene en este sentido una participacién indirecta, lo cual se ve
reflejado en los resultados obtenidos.

De esta manera, se establecié como concentracion éptima de tolueno la de 0.8% para la
reaccion catalizada por B. cereus y de 0.5% para la que es catalizada por células de E.
cloacae, ya que se elimina el problema de transporte del sustrato y producto de la reaccién
aspartatoamoniacoliasa y hay una expresion maxima de la actividad enzimatica de las células
bacterianas utilizadas (Fig. 10 y 11). La pérdida de viabilidad de las células de E. cloacae
cuando son tratadas con tolueno de mas de 1.5%, no afectdé la actividad de la enzima
aspartasa; es necesario seftalar en este punto que consideramos que al aumentar la
concentracidon de tolueno y lograr la desintegracion de la membrana celular, esta forma
espontaneamente vesiculas que contienen la aspartasa que de acuerdo a datos de literatura, es
una enzima que se encuentra ubicada en la parte interna de la membrana celular. Esto nos
permite trabajar en el proceso de biotransformacion del acido fumarico en aspartico, con una
aspartasa que cataliza esta reaccidn, atrapada en microvesiculas como en un proceso de

inmovilizacidn en geles naturales y esto aumenta la estabilidad de la enzima mencionada’®.
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Tabla 10

Resultados del estudio sobre el efecto del tolueno en la expresion de Ia actividad

enzimaitica y 1a velocidad inicial de la reaccién aspartatoamoniacoliasa catalizada por

células libres de B. cereus.

Tolueno, % Periodo de difusién, Vo.10°, Unidades de
: Mmoles/ml.min Actividad aspartasa®
min
0 <120 0 0+0
0.3 30 1.71 102+ 15
4 21 3.78 227+ 55
& & 4.98 300 + 39
o 10 6.0 360 + 42
o4 3 6.9 414 +23
0:8 0 11.4 684 + 33
0.9 0 7.8 468 + 50
Lo 0 5.58 334 +28

* Media, + Desviacion estandar; n=10
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Fig. 10

Influencia del tolueno sobre la permeabilizacién de células de B. cereus para
la expresion de su actividad aspartasa en la biotransformacién del acido
fumarico en icido L-aspartico.

Condiciones de reaccion: Fumarato de amonio- 0.5M, pH 8.0, T 37°C, MgClL
0.1%, proteina celular-1 mg/mi
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Tabla 11

Efecto del tolueno sobre la velocidad inicial y la expresion de la actividad enzimatica en

la reaccion aspartasa, catalizada por células de E. cloacae libres.

Tolueno, % Conc.Proteina, Vo.EE3 Unidades de
mg/ml M/min Actividad aspartasa®

0 1.7 0 0+0

0.1 1.7 0 00

0.2 1.7 35 123 £ 21

0.3 1.7 9.0 317+44

04 1.7 15.0 529+ 29

0.5 1.7 24.0 847 + 52

*1.0 1.7 24.0 847 +47

*1.5 1.7 240 847 + 50

*2.5 1.7 24.0 847 +£ 45

* Media, + Desviacion estandar: n=10

* Indica que las células perdieron viabilidad al ser tratadas con tolueno a esa concentracion.
pel
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Fig.11

Influencia del tolueno sobre la permeabilizacién de células de Enterobacter
cloacae para la expresion de su actividad aspartasa en la biotransformacioén
del icido fumarico en dcido L-aspartico.

Condiciones de reaccién: Fumarato de amonio- 0.5M, pH 8.0, T 37°C, MgCl,
0.1%, proteina celular- 1.7 mg/ml
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5.7 COMPROBACION DEL ESTADO DE ANABIOSIS DE LAS CELULAS DE B.
cereus, DURANTE LA BIOTRANSFORMACION DEL ACIDO FUMARICO EN
ACIDO L-ASPARTICO.

Los resultados obtenidos en la serie de experimentos realizada, utilizando cloranfenicol
como inhibidor de la sintesis de proteina de células procariotas, se presentan en las Tablas
12 y 13. Estos datos nos indican que, efectivamente, la sintesis de la proteina con actividad
catalitica que es de nuestro particular interés, la aspartatoamoniacoliasa, es formada en el
curso del proceso de fernentacion; es decir, cuando las células de B. cereus se encuentran
en condiciones favorables para su crecimiento, desarrollo y multiplicacion y llevan a cabo
todas las actividades metabolicas necesarias para lograr el propodsito de todo ser vivo,
obtener energia, utilizando para ello los sustratos nutritivos que son afiadidos al medio de
cultivo como fuente de carbono y energia, de nitrégeno, etc.'®® ademas del componente que
es utilizado como inductor en este caso. Lo anterior se deduce porque los valores. tanto de
la velocidad inicial como de la actividad enzimadtica aspartasa obtenidos de la reaccion
efectuada en los reactores tipo batch a los que se agregd directamente el cloranfenicol,
como los obtenidos del reactor control (que no contiene cloranfenicol), no son diferentes, lo
que indica que cuando el antibidtico se agrega al sistema reaccionante no afecta la actividad
vital de las células microbianas ya que estas se encuentran en un estado fisiologico en el
que el metabolismo ha disminuido grandemente su velocidad y no se realizan las reacciones
“normales™. En este sentido, en el sistema reaccionante, la cé€lula de B. cereus no se
encuentra en condiciones fisioldgicas debido a que la concentracion de los reactantes en la
solucion (0.5M), es muy superior a la que tienen los sustratos nutritivos bajo condiciones
de cultivo. En esta situacion, sobre la célula bacteriana pueden actuar algunos factores

inespecificos como un medio carente de nutrientes; es decir, la célula esta en un estado de
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“ayuno”, osmobiosis, un contenido anormal de oxigeno en la mezcla reaccionante, cambios
en la composicion idnica del medio (uso de plasmolizadores que afectan la integridad de la
pared celular y membrana citoplasmatica), etc. los cuales influyen profundamente en las
funciones bioquimicas de la célula; ademas, hay que considerar que todos estos factores no
actian en forma aislada sino conjunta®-!'*!77_

El anilisis de los resultados mostrados en las Tablas 12 y 13, indica que cuando el
cloranfenicol es afiadido al medio de cultivo a las 2 h de iniciado el periodo de incubacién,
no hay desarrollo de biomasa, ya que el microorganismo acaba de entrar a la fase
logaritmica y desde este momento es inhibida la sintesis de proteinas y se ve afectada todo
el metabolismo microbiano. Lo mismo ocurre cuando se anade el antibiotico a las tres horas
de iniciada la incubacion. Cuando las células tienen ya 4 h de incubacidn, s¢ encuentran
casi en la etapa final de la fase logaritmica; dos horas antes de que alcancen el tiempo
optimo de incubacion en el que se presenta mayor actividad aspartasa, de acuerdo a los
resultados previamente obtenidos. Podemos observar en este punto. que hay un aumento de
la velocidad de la reaccidon, el cual depende basicamente de la cantidad de enzima
intracelular presente. por lo que se considera que a partir de este tiempo de incubacion, la
aspartasa empieza a ser sintetizada. El mismo cuadro se observa cuando el cloranfenicol es
aniadido al medio de incubacion, a las 5 h de iniciado el periodo de incubacién.

Es importante sefialar, que la sintesis de proteinas estructurales también es inhibida
por el cloranfenicol, lo cudl explica el comportamiento que tienen las células de B. cereus
que provienen de estos experimentos (que fueron crecidas bajo las condiciones
mencionadas), y que son utilizadas, después de completar el periodo de incubacién
previamente establecido (6 h), en calidad de biocatalizadores de la biotransfornacién del

acido fumadrico en aspartico sin el uso de plasmolizador (tolueno) en el sistema
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reaccionante. Los datos indican que la pared celular y membrana citoplasmatica, se ven
afectadas en su integridad ya que es evidente que se inhibi6 la sintesis de proteinas que
forman parte de su estructura quimica como lipoproteinas, y proteinas de la membrana. De
acuerdo a datos de literatura, el antibiético puede bloquear la ruta de sintesis del
peptidoglicano de la pared celular en la tltima etapa de su formacion *>*. Esto se evidencia
por los valores de la velocidad de reaccion obtenidos, al ser comparados con los valores
obtenidos al utilizar células incubadas por el periodo previamente establecido; es decir, 6 h,
y sin la presencia del inhibidor, lo que significa que la pared celular y la membrana
citoplasmatica, tienen todos sus componentes quimicos completos y que como habia sido
establecido con anterioridad, para aumentar la velocidad de la reaccion y disminuir el
problema de difusion que se presenta al utilizar células microbianas como catalizadores, es
necesario aumentar la permeabilidad de la membrana y pared celular mediante el uso de
plasmolizadores o de diferentes tratamientos a las células®”.

Por lo anterior, podemos concluir que las células bacterianas utilizadas en este
proceso de biotransformacién, se encuentran en un estado de anabiosis y que el sustrato,
fumarato de amonio, no es utilizado como fuente de nutrientes para la realizaciéon de
actividades metabdlicas propias de la célula, sino que este es transformado mediante la

reaccion catalizada por la enzima o sistema enzimatico que fue formado en el curso normal

de la fermentacién?2-3763_
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Tabla 12

Influencia del cloranfenicol sobre la expresiéon de la actividad enzimaitica aspartasa de

células de B. cereus utilizadas en la biotransformacién del acido fumarico en acido L-

aspartico en presencia de tolueno como plasmolizador.

Tiempo de adicién Vo (M/min) EE03 Conc. Proteina A.E. EE04
del cloranfenicol, mg/ml mmol/mg.s
(h)
Control 6.8600 0.7895 1.4481
6 6.7700 0.7800 1.4465
5 5.2000 0.6144 1.4105
4 3.6000 0.3000 1.94
3 0.0000 0.0974 0.0000
2 0.0000 0.0868 0.0000

127




Tabla 13

Influencia del cloranfenicol sobre la expresion de la actividad enzimaitica aspartasa de
células de B. cereus utilizadas en la biotransformacion del acido fumarico en dcido L-

aspartico sin plasmolizador en el sistema de reaccion.

Tiempo de adicion Vo (M/min) EE03 Conc. Proteina A.E. EE04
del cloranfenicol, mg/ml Mmeol/mg.s
(h)

Control 6.8600 0.7895 1.4481

6 0.7320 0.7800 0.1564

5 1.1900 0.6144 0.3228

4 1.7800 0.3000 0.9888

3 0.0000 0.0974 0.0000

2 0.0000 0.0868 0.0000
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5.8 COMPARACION ENTRE LOS ESTUDIOS CINETICOS DE CONSUMO DE
SUSTRATO EN LA REACCION ASPARTASA, CATALIZADA POR CELULAS DE
B. cereus Y E. cloacae, CULTIVADAS BAJO LAS CONDICIONES INICIALES Y
BAJO CONDICIONES OPTIMAS ESTABLECIDAS EN ESTE TRABAJO.

El analisis giobal de los resultados obtenidos en la seleccion del medio de cultivo mas
adecuado para la expresion de la actividad enzimatica aspartasa en células de B. cereus,
ademas de la optimizacion de cada componente del medio de cultivo, del tiempo de
incubacién, de la concentracion de tolueno utilizado para permeabilizar la membrana y
pared celular de las células utilizadas, nos permitié efectuar una comparaciéon del
comportamiento del biocatalizador fundamentado en células de B. cereus. al ser utilizadas
en el proceso de biotransformacion del dcido fumarico en el aminoacido L-aspartico. Los
resultados finales se presentan en la Fig. 12 para B. cereus y en la Fig. 13 para E. cloacae.
Es necesario mencionar que la optimizacién de algunos pardmetros, como la influencia de
cada componente del medio liquido, solo fue realizado para células de B. cereus, no
obstante, el medio optimizado también se utilizé para cultivar células de E. cloacae y
observamos que hay un mejoramiento sustancial de la actividad enzimatica aspartasa
expresada por €stas células en el proceso mencionado. La Fig. 12 nos muestra que se
presenta un consumo de sustrato mas eficiente a una velocidad mayor, lo cual se ve
reflejado en un valor de actividad aspartasa mas alto; esto es, de una actividad aspartasa de
300 U, aumento a 510 U en células de B. cereus. De la Fig.13, también se calculd la
velocidad inicial de la reaccidn catalizada por células de E. cloacae y la expresion de la
actividad aspartasa, observandose un aumento sustancial del 60% en ambos casos. Los
valores de velocidad inicial obtenidos fueron: de 5.16 x 10 M,min a 12.0 x 10 M/min y

la actividad aspartasa. de 258 U a 600 U.



Al efectuar una comparacion de rendimiento de producto formado con otros
biocatalizadores que emplean distintos investigadores que se mencionan en la literatura,
encontramos que en la reaccion catalizada por células de B. cereus con 6 h de incubacion,
que utilizamos en nuestras investigaciones, se€ producen 4.0 g/h del aminoacido L-aspartico;
en los trabajos efectuados por investigadores rusos'”>, con células de E. coli 85 de 18 h de
incubacién, obtienen 2.16 g/h de &acido L-aspartico. Comparamos también con los
resultados de investigadores japoneses'’? que tienen una patente de este proceso, en el que
utilizan células de B. flavum MI-233, y con las que obtienen 3.2 g del aminoacido en un
periodo de 3 dias. Con respecto a las investigaciones desarrolladas por Vojtisek V. et al '*%,
con células de A4.metalcaligenes con 48 h de incubacion, obtienen 2.3 g/h de producto;
finalmente, se compard el rendimiento obtenido con el de otro grupo de investigadores
japoneses'?® que utilizan una cepa de E. coli ATCC 11303, con 20 h de incubacién y los

cuales obtuvieron 2.6 g/h de acido L-aspartico.
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Fig. 12
Cinética de consumo de fumarato de amonio en la reaccién aspartasa catalizada
por Bacillus cereus cultivada en un medio sin optimizacion de sus componentes
(A) y bajo las condiciones establecidas en el presente trabajo (B).
Condiciones de reacciéon: Fumarato de amonio-0.5M, pH 8.0, T 37°C, tolueno
0.8%, MgCl,; 0.1%, proteina celular 1.0 mg/ml.
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Fig. 13

Cinética de consumo de fumarato de amonio en la reaccion aspartasa catalizada
por Enterobacter cloacae cultivada en un medio sin optimizaciéon de sus
componentes (A) y bajo las condiciones establecidas en el presente trabajo (B).
Condiciones de reacciéon: fumarato de amonio- 0.5M, pH 8.0, T 37°C, tolueno
0.5%, MgCl, 0.1% y proteina celular 1-2mg/ml.



CONCLUSIONES

Se logré el aislamiento de dos cepas bacterianas: B. cereus y E. cloacae con alta
actividad aspartatoamoniacoliasa, para ser utilizadas como biocatalizadores en el
proceso de biotransformacién del acido fumdrico en el aminoacido L-aspartico, en

reactores tipo batch.

Se seleccioné el medio IV, para la propagacion de los biocatalizadores obtenidos, ya
que hay una maxima expresion de la actividad aspartasa. El contenido del medio en %:

caldo nutritivo - 0.8. peptona - 0.3, extracto de levadura — 0.2, acido L-aspartico — 0.1.

Se establecié que para las células de B. cereus, el tiempo 6ptimo de incubacién a una
temperatura de 30-32°C y una agitacion constante de 250 r.p.m, es de 6 h y que el
crecimiento de las células corresponde al final de la fase logaritmica. Para las células de
E. cloacae, cultivadas bajo las mismas condiciones, es de 12 h. y que el
microorganismo se encuentra también al final de la fase logaritmica. Es conveniente
mencionar que la temperatura de incubacion fue seleccionada de acuerdo a los datos
obtenidos por la ATCC, cuando realizaron la confirmacioén de la identificacion de las
dos cepas aisladas. Ademas de lo anterior, efectuamos una comparacién de tiempos de
incubacion que requieren las cepas que utilizan investigadores japoneses como la E.
coli ATCC No. 11303, la cual es cultivada durante 20 h?7-28293031.126.127 y |5 ytjlizada
por investigadores rusos, E. coli 85, que inicialmente precultivaron 12 h y después 6 h,

lo que daria un total de tiempo de incubacién de 18 h ''-83.176.177.178.179
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4.

De los experimentos realizados para estudiar la influencia de cada componente del
medio liquido seleccionado, se determind que el caldo nutritivo es el componente
limitante para el desarrollo de las células de B. cereus, aunque no diminuyé la
concentracion empleada en el medio control (0.8%). La concentracion de peptona fue
disminuida un 70%:; de 1% en el medio control a 0.3% en el medio optimizado. La
concentracién de extracto de levadura, también disminuyé un 60%, de 0.5 a 0.2% en el
medio optimizado. Ademas, hubo una mejora sustancial de la actividad enzimatica
aspartasa, tanto para B. cereus como para E. cloacae, ya que también se utilizé el medio

optimizado para cultivar estas células.

Del estudio sobre la influencia del tolueno, que utilizamos para permeabilizar las
cé€lulas de B. cereus y E. eloacae, se deduce que en ausencia de tolueno, la reaccién no
ocurre, ya que uno de los problemas al utilizar células completas como biocatalizadores
en procesos de transformacién, es precisamente la necesidad de aumentar la
permeabilidad de la membrana y pared celular para lograr que el sustrato entre a las
células y se ponga en contacto con la enzima intracelular y que posteriormente salga el
producto al medio exterior. Se establecié una concentracidon optima de tolueno de 0.8%
para B. cereus, que es 20% menor que la utilizada inicialmente. Para las células de E.
cloacae, se estableci6é una concentracion de 0.5% del plasmolizador, que constituye una
disminucion del 50% de la utilizada inicialmente. Ademas, se establecié que ain y
cuando las células de E. cloacae pierden viabilidad a concentraciones de tolueno de
1.5%. estas no pierden su actividad enzimatica, lo que es favorable para un proceso a
escala industrial ya que no se tiene que cuidar la integridad del biocatalizador para que

este mantenga su actividad enzimatica.
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Se determiné que los biocatalizadores obtenidos, fundamentados en células de B. cereus
y E. cloacae, poseen una actividad metabdlica disminuida (estado de anabiosis) cuando
se utilizan en el proceso de biotransformacion del acido fumarico en acido L-aspartico,
por lo que se concluye que la regulaciéon del metabolismo mediante el proceso de
induccién de la sintesis de la aspartasa, tiene que ser realizado durante la fermentacion
y no en el proceso de biotransformacioén en si, ya que en este caso, las condiciones de
reaccion, deberan ser establecidas considerando todos los parametros que pueden
afectar cualquier reaccién quimica como la temperatura, pH, concentracién de sustrato,
concentracion de enzima, etc. y no las condiciones para un proceso microbioldgico

propiamente, lo cual se hace previo al proceso de biotransformacién.
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PERSPECTIVAS DE LA INVESTIGACION

Esta investigacion, constituye la base de un proyecto de obtencién de L-aminoacidos: acido L-
aspartico, L-tirosina y L-3,4dihidroxifenilalanina mediante c€lulas de microorganismos nativas o
libres e inmovilizadas, el cuil es propuesto por vez primera en nuestro pais y que tiene como
objetivo establecer el fundamento cientifico y tecnoldégico para la sintesis de los aminoacidos
mencionados utilizando un método con amplias perspectivas, acorde a los requerimientos
ecologicos actuales, la sintesis enzimdtica basada en la catilisis heterogénea que comprende
ademas el concepto de biotransformaciéon microbiana. En general, puede decirse que la seleccion
de un biocatalizador fundamentado en células microbianas como en el presente trabajo,
constituye una de las operaciones mas criticas en un proceso de biotransformacion.

Las células en reposo de B. cereus y E. cloacae al ser utilizadas como catalizadores en el
proceso de biotransformacion del acido fumaérico en el aminodcido L-aspartico, tienen una serie
de ventajas frente a las células que estin en crecimiento o frente a las enzimas aisladas y
purificadas. En este caso, €l proceso es mucho mas limpio que con las células en crecimiento, y el
producto es facilmente separado. Comparado con enzimas aisladas, estos biocatalizadores en
reposo, pueden efectuar reacciones enzimaticas de etapas multiples sin la necesidad de adicionar
coenzimas. Para reacciones de una sola etapa, su uso minimiza la pérdida de actividad
enzimatica, lo que inevitablemente ocurre durante el aislamiento y purificaciéon de una enzima.

Ademas de las ventajas mencionadas, hemos considerado el empleo de las células de B.
cereus y E. cloacae, en estado inmovilizado, lo cuil permite el uso mauiltiple de los
biocatalizadores en reactores de flujo continuc proporcionando ademas estabilidad a la enzima
intracelular; para ello, se trabaja actualmente en la seleccion de soportes de naturaleza polimérica;

entre ellos, k-carragenina, gel de poliacrilamida y alcohol polivinilico, este dltimo soporte,
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permite trabajar con temperaturas mas elevadas sin deterioro de la actividad enzimatica, lo que
por supuesto, aumenta la velocidad de la reaccion y la formacion del producto, el cual es obtenido
con un alto grado de pureza y es facilmente separado.

Consideramos que esta investigacion, puede ser llevada a una escala industrial en reactores
en columna empacados con células inmovilizadas en el soporte mas adecuado para ello. Esto es
importante no solo desde el punto de vista de sustitucion de importaciones, ya que nuestro pais no
produce el aminoacido mencionado, sino ademads, contribuye dentro de una Institucién de
Educacion Superior, a la formacion de recursos humanos con conocimientos adecuados que
puedan ser aplicados en la obtencion de otras sustancias que podrian ser aminoacidos esenciales,

acidos organicos, etc.
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