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Introduccién. La enzima Tirosinfenolisasa (TFL),
producida en altos niveles por Citrobacter freundii (1),
cataliza la degradacién de L-Tirosina a fenol, piruvato y
amonio, en una reaccion reversible, donde el equilibrio
tiende hacia la direccion de sintesis del aminoacido.
Células de Citrobacter freundii son inmovilizadas por
atrapamiento en una matriz polimérica porosa de alcohol
polivinilico (PVA) mediante un proceso de gelificacion en
el cual se utiliza acido bérico como agente entrecruzante.
El objetivo del presente trabajo fue optimizar el proceso de
gelificacion del alcohol polivinilico para su uso como
soporte en la inmovilizacion de células de Citrobacter
freundii con alta actividad tirosinfenoliasa.

Metodologia. La pureza y actividad de las células se
controld6 mediante  resiembras  periddicas. Como
biocatalizador se emplearon células completas, por lo que
se cuantificd la proteina celular total por el método de
Peterson. La reaccion se realizé en reactores de mezclado
ideal tipo batch a 35°C y pH de 8.5; conteniendo 3.5 mL
de suspension celular y 30 mL de mezcla reaccionante
compuesta de fenol (CsHsOH) 0.09 M, acetato de amonio
(CH;COONH,) 045 M y piruvato de sodio
(CH;COCOONa) 0.12 M, el seguimiento de la reaccion se
hizo midiendo, espectrofotométricamente a 268 nm, el
cambio en la concentracién de fenol en funcién del tiempo.
La inmovilizacién se realiz6 preparando una mezcla con
PVA vy el biocatalizador, la cual fue goteada en acido
borico, las esferas asi formadas se dejaron reposar 15
minutos, se enjuagaron en agua destilada y enseguida se
pasaron a una solucion de fosfato de sodio, dejando
reposar por el mismo tiempo y volviendo a enjuagar,
después las esferas se incubaron en el sustrato por 15
minutos, se escurrieron y colocaron en el reactor para los
estudios cinéticos. Las concentraciones de los reactivos
empleados en el proceso de inmovilizacién variaron en
cada ensayo, para determinar las condiciones mas efectivas
para la reaccion.

Resultados y discusion. La técnica de inmovilizacién
aplicada a C. freundii no ha sido efectiva hasta el
momento; los porcentajes de inmovilizaciéon alcanzados
son bajos, por lo tanto en los estudios cinéticos que se han
realizado, el consumo de sustrato de las células
inmovilizadas es menor en comparacién con las células
nativas. Un problema recurrente en este proceso de
gelificacion es la aglomeracion de las esferas, pero puede

solucionarse adicionando alginato de sodio al PVA vy
goteando en la solucion de acido bdrico a pH 7 ajustado con
hidréxido de calcio (2).

Cuadro 1. Porcentajes de inmovilizacion obtenidos a diferentes
concentraciones de alcohol polivinilico y acido bérico

Condiciones del proceso de inmovilizacion % de
Inmovilizacion
PVA 10.5 % y acido horico 4.5 % 60.2%
PVA 11 % y &cido borico 4.5 % 50.5%
PVA 11.5 %y acido borico 4.5 % 45.3%
PVA 10.5 % y acido borico 4 % 28.2%
PVA 10.5 %y é&cido bérico 5 % 43.3%

Cuadro 2. Actividad enzimatica (AE) y porcentaje de actividad
de las células tratadas a diferentes condiciones de inmovilizacion

Condiciones de inmovilizacion AE %
(molesmg™*min™)
Células nativas 5.25e-06 100%
PVA 10.5 % y acido horico 4.5 % 2.23e-06 42.5%
PVA 11 % y &cido borico 4.5 % 1.34e-06 25.5%
PVA 11.5 % y acido bhorico 4.5 % 1.21e-06 23%
PVA 10.5 % y acido borico 4 % 1.24e-06 23.6%
PVA 10.5 % y acido borico 5 % 1.22e-06 23.2%

Conclusiones. Los porcentajes de inmovilizacion alcanzados
no han sido superiores al 60.2%, por eso es recomendable
seguir probando diferentes condiciones del proceso. La
actividad enzimatica de las células inmovilizadas no ha
alcanzado los valores presentados en las células nativas. Con
los ensayos realizados hasta el momento se determind que la
técnica de inmovilizacion de C, freundii por atrapamiento
mediante PVA entrecruzado con &cido borico, no es efectiva
para la reaccién de sintesis de L-tirosina catalizada por TFL.
La aglomeracion de las esferas de PVA provoca problemas
de difusién pero puede solucionarse al adicionar alginato de
sodio, presentando asi una alternativa que podria mejorar los
valores obtenidos, en actividad enzimatica y porcentaje de
inmovilizacion.
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