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Introduccion. La determinacidn del mecanismo cinético
de las reacciones enziméticas catalizadas por células de
microorganismos, es un problema complgjo; sin
embargo, estos procesos tienen un interés muy
significativo debido a que en la célula, generamente la
estabilidad de las enzimas es més alta que en estado
aislado y el catalizador puede trabajar durante largo
tiempo; esto se ve fortalecido mediante su inmovilizacion
en soportes de diferente naturaleza en los que las
limitaciones en la difusion sobre la transferencia de masa
de sustratos y productos deben de reducirse a méaximo
para que haya un libre transito de estos a través de la
matriz del agente inmovilizante(4).

En el presente trabajo se establecieron parametros
cinéticos del proceso continuo de obtencién del
aminoécido L-aspartico utilizando un reactor en columna
empacado con células de Enterobacter cloacae
inmovilizadas en carragenina, ademas de revisar la
estabilidad de la aspartasa en este sistema.

Metodologia La biomasa de E. cloacae se obtuvo por
propagacién en medio liquido con inductor, después de
12h de incubacién a 30°C (3). Se inmoviliz6 en
carragenina a 5%, formando sistemas de esferas con
células atrapadas por gelacion ionotrépica y por
transicion de fase inducida por temperatura(2). Con las
esferas obtenidas, se empacé un reactor en columna de
vidrio de 60 cm de longitud con diez puertos distribuidos
adistintas alturas; se estudiaron diferentes vel ocidades de
alimentacion del sustrato (fumarato de amonio), asi como
variaciones en la concentracion (0.1 — 1.0M, todos a un
pH de 8.0) y la temperatura (20, 25, 30, 33 y 37°C); se
determind la actividad del biocatalizador a diferentes
alturas de la columna;, ademés de la eficiencia de
biotransformacion considerando la carga volumétrica del
reactor.

Resultados y discusion. La caracterizacién de todo el

espectro cinético de la sintesis continua del acido L-
aspaértico en €l reactor en columna, arrojo los siguientes
datos: la reaccion aspartasa se describi6 por una cinética
de primer orden, el valor de lacte (k), fue de 1.44 min™.
La concentracion de sustrato puede manejarse de 0.5 a
1.0M sin afectar la estabilidad del biocatalizador, La
temperatura Optima del proceso (30-37°C), se establecio

a considerar que la actividad del biocatalizador en un
momento dado de trabajo de la columna (W= 2-8.5 x10°
mmolesmin.cm®)), no depende de |a temperatura cuando
es evaluada en un mismo puerto, sino que esta
influenciada por la altura de la columna; el contenido de
proteina celular fue de 8 mg.cn®. A velocidades de
aimentacion de 0.4 — 0.75 ml/min, se logrd de 90-100%
de bioconversion del sustrato, disminuyendo solo entre
un 20-30% a velocidades de flujo mayores (1.0-15
ml/min); se obtuvo una Kmdel proceso de 0.7 M. De los
datos obtenidos se determind una actividad enzimética
especifica de las células de E. cloacae de 2.99 x 10°
mmolesmg *.seg™. produccién de 80-100 g de &cido L-
aspartico /dia de trabajo de la columna. La estabilidad de
la actividad aspartasa, se mantuvo sin variacion las
primeras 800 h de trabajo de la columna; posteriormente
disminuy6 un 25% las siguientes 600 h .

Conclusiones. El sistema de células inmovilizadas
empleado, permitid trabagjar con el mismo biocatalizador
por mas de 60 dias; e valor de Km aparente, se
incrementa més de cinco veces de o reportado para la
enzima aspartasa libre(1), lo que consideramos que puede
deberse a cambios en la velocidad de permeacion del
sustrato o producto através de lamatriz del gel.
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