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Introduccién. El escalamiento de la biotransformacion del
acido fumarico en € aminoéacido L-aspartico, ha propiciado
la blsqueda de metodologias de estabilizacién de la
actividad aspartasa de células de Bacillus cereus que
catalizan este proceso. En este sentido, la inmovilizacién
ofrece la posibilidad de mejorar la estabilidad de los
biocatalizadores, siendo un método efectivo para regimenes
continuosy facilitando la recuperacion de los mismos (1). La
mayoria de los estudios sobre inmovilizacién de bacterias
han usado grénulos o placas de geles suaves como €l
alginato, poliacrilamida y k-carragenina, que tienen una
fuerza mecanica limitada, baja tolerancia a la temperatura, se
disuelven a concentraciones altas de sales y tienden al lavado
de células del soporte(2). Una alternativa a estos, son los
soportes poliméricos sintéticos con estructuras internas
formadas por redes de cadenas macromoleculares lineales
separadas, que ademas de ser biocompatibles, se
caracterizan por ser quimica y mecanicamente estables, por
velocidades de difusién altas para sustratos y productos, por
tener una mayor toleranciaalatemperatura, etc. (3).

El presente trabajo, describe e proceso de inmovilizacion
por atrapamiento de B. cereus con alta actividad aspartasa,
en alcohol polivinilico entrecruzado con é&cido boérico y
fosforilado, comparadas con las células libres mediante el
estudio de lareaccion aspartasa en reactores batch.

Metodologia El cultivo de B. cereus con actividad
aspartasa, fue realizado de acuerdo a la metodologia
previamente descrita (4). El atrapamiento de las células fue
realizado en PVA a 10%(w/v) con diferente porcentgje de
hidrolizado, mezclando una porcidn de esta con un volumen
igual de la suspension celular. La mezcla resultante se gotea
en soluciones de acido bdrico (3-5.5%) agitando de 15 —30
min para formar particulas esféricas, las cuales se separan y
se enjuagan para eliminar el &cido borico residual. Las
esferas formadas se transfieren a una solucion de fosfato de
sodio 0.2 — 0.6M de pH 6.0 por 15 min para endurecerlas. Se
separan por filtracién, se lavan para determinar d porcentaje
de inmovilizacion. Se determiné la capacidad de
atrapamiento del soporte intersterificado por determinacion
de la proteina liberada bajo agitacién en solucién buffer de
fosfatos 0.01M de pH 7.0, asi como la sensibilidad a la
adsorcion del sustrato.

Como sustrato de esta reaccion, se utilizd fumarato de
amonio 0.5 — 1.0M, pH 8.0 y una T de 37°C. La actividad
enzimética aspartasa en reactores batch, fue determinada
mediante la metodologia ya descrita (4) y definida como la
cantidad de micromoles de sustrato transformados por
miligramo de proteina por hora.

Resultados y Discusion. Las esferas de PVA con €
biocatalizador, obtenidas por interesterificacion con &cido
bérico a 4.5% y fosfato de sodio 0.6M de pH 6-8, mostraron
mejor capacidad de atrapamiento y menor sensibilidad a la
adsorcion. La actividad especifica de las células
inmovilizadas en PVA con 99% de hidrolizado, fue un 35%
de la actividad especifica original exhibida por las células
libres, en cambio para las inmovilizadas en PVA con 86% de
hidrolizado, fue de 90%; esto puede ser debido a
limitaciones difusionales incrementadas por |a disponibilidad
de grupos OH del PVA para la esterificacion, limitando los
espacios intersticiales para un atrapamiento mas efectivo de
las células.

Conclusiones. La modificacion de la estructura quimica del
PVA por entrecruzamiento con é&cido bérico y fosfatos,
resulté ser una técnica adecuada para la inmovilizacion de
células de Bacillus cereus con alta actividad aspartasa, ya
gue se aumenta la estabilidad de la enzimaintracelular a ser
utilizadamas de 5 ciclos experimental es.
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