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EXTRACCION DE LA ENZIMA TIROSINFENOL IASA DE C. freundii
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Introduccién.El area de la enzimologia se ha fortalecido en
los ultimos afios a lograr profundizar en la comprension de
la esencia fisicoquimica de la catdlisis biologica. Con la
extraccion y purificacion enzimatica se permite €
establecimiento de los parametros cinéticos de la reaccion
catalizada por una enzima en particular (1). La enzima
tirosinfenoliasa (TFL) se encuentra localizada en €l espacio
periplasmico de la pared de C. freundii, por lo que es
deseable redlizar un tratamiento que permita la ruptura de
dicha pared para liberar la enzima o bien aumentar la
permeabilidad de la misma (2).

El objetivo de este trabgjo fue establecer la metodologia
adecuada para eficientizar €l proceso de obtencion de un
extracto crudo de la enzima TFL de células de C. freundii
para su uso como catalizador en la sintesis de L-tirosina.

M etodologia. Las células de C. freundii fueron propagadas
de acuerdo a metodologias previamente establecidas (3). La
biomasa fue tratada con ondas ultrasbnicas, € empleo de
atas presiones aternantes a células congeladas con €l uso de
una French Press, y con e empleo de soluciones hipo e
hiperténicas de sacarosa con €l fin de generar una presion de
turgencia o una plasmolisis. En todos los casos las células
tratadas fueron colocadas en contacto con mezcla
reaccionante para sintesis de L-tirosina en reactores tipo
batch de mezclado ideal. Se realizaron tincionesy pruebas de
viabilidad en medio sdlido de las células tratadas con la
finalidad de observar si selogré larupturacelular.

Resultados y discusién. Los resultados obtenidos mostraron
gue en ninguno de los casos se logro la ruptura celular ya
gue las observaciones microscopicas muestran células
intactas después de los tratamientos y en las placas de agar
se observa crecimiento normal. El tratamiento con
sonicacion no mejord la actividad enzimdtica y por el
contrario se observé una ligera disminucién de la misma en
comparacién con células no tratadas. Esta disminucion se
debid probablemente a que las ondas provocaron la vibracion
de la pared sin lograr romperla, pero afectando a la enzima
localizada en €l periplasma. El tratamiento de las células con
el uso de la French Press muestra que la actividad enzimética
de las células prensadas no muestra diferencia significativa
respecto a las células no tratadas. Respecto a tratamiento
con soluciones hipo e hiperténicas de sacarosa se observo
gue s bien no se logré la ruptura celular, s se mejord la

actividad enzimatica al usar bajas concentraciones de
sacarosa en el tratamiento (Cuadro 1). Esto indica que existio
la plasmolizacion parcia de la membrana externa de la pared
celular, o que alterd la permeabilidad de la misma facilitando
ladifusion del sustrato.

Cuadro 1. Comparacion de actividades enzimaticas en el estudio de
las células tratadas con soluciones de sacarosa

Tratamiento A.E. (molesyfmgxmin)
Nativas 8.93x 10°
Sacarosaa 5% 1.34x10°
Sacarosaa 10% 1.15x 10°
Sacarosaa 15% 1.20x 10°

Tratamiento A.E. (molesyfmgxmin)

Nativas 451x10°

Sacarosa al 20% 5.87 x 10°
Sacarosa al 30% 5.35x 10°
Sacarosa al 40 % 542 x 10°

Conclusiones. Las metodologias probadas en este estudio no
lograron la ruptura celular y solo en el caso del tratamiento
con las soluciones de sacarosa se observé una mejoria en la
actividad enzimética respecto a las células nativas, 1o que
sugirié una plasmolizacién parcial de la membrana externa.
El estudio con las células tratadas mediante prensado no fue
concluyente y €l sonicado mostré posible dafio a la enzima
por la aplicacion de las ondas de sonido.
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