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Introduccién
La enzima L-Fenilalanina amonio liasa (PAL, EC 4.3.1.25) cataliza |la desaminacién de L-
fenilalanina en &cido t-cinamico (t-CA).
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PAL fue aislada por primera vez en plantas superiores, en las cuales se la asocia a
mecanismos de defensa. Mas tarde, se encontré que algunas especies del género
Rhodotorula, en especial Rhodotorula glutinis NBRC 0559 (luego renombrada como
Rhodosporidium toruloides) tenian la capacidad de producir PAL en un medio conteniendo
fenilalanina como inductor. Muy poco se ha estudiado sobre la influencia de los
componentes del medio de cultivo, en la actividad PAL.

El objetivo de este trabajo fue determinar los componentes del medio de cultivo que influyen
en la actividad PAL, a fin de lograr un medio de cultivo éptimo para ser empleado en su
produccion.

Metodologia

Para ensayar la influencia de los componentes del medio de cultivo, se empled un medio
basal para crecimiento de levaduras, al cual se le adicioné 5 g/l de L-fenilalanina como
inductor de PAL y 1 g/l L-isoleucina como estabilizador de PAL. Los medios a ensayar se
inocularon con cultivos frescos de R. toruloides a razén de 1,5 x 10° UFC/ml, en cultivo
batch. La incubacion se llevo a cabo en condiciones aerdbicas en shaker a 200 rpm y 30°C.
La actividad de PAL fue medida espectrofotométricamente monitoreando la produccion de
acido cinamico a 290 nm, mediante método modificado de Yamada et al. (1981). La mezcla
de reaccion contiene: 1 mg/ml de biomasa, 25 mM de L-fenilalanina, 25 mM de Tris-HCI
buffer (pH = 8,5) y 0,005 % de CPC. La reaccion se llevé a cabo a 30°C por 10 min. Una
unidad de PAL se define como la cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1 umol de
acido t-cindmico por minuto, por ml de cultivo. La actividad especifica se expresé en
términos de unidades enzimaticas por mg de células secas.

En principio se llevd a cabo un disefio multifactorial incompleto por método de Plackett
Burman, con los siguientes factores a analizar: pH, K*, Mg*?, Ca*?, Cu*?, Fe*®, Zn*?, Mn*?,
Peptona, L-Isoleucina y Extracto de levadura, variando los niveles entre la ausencia (b - b) y
el doble del nivel basal (b x 2). Para el analisis de los resultados se empled un método
robusto basado en el algoritmo de Dong, el cual resulta muy riguroso a la hora de elegir los
factores significativos.

A partir de los resultados del analisis multifactorial incompleto, se llevé a cabo un disefio
factorial completo, para evaluar los factores resultantes significativos y las iteraciones entre
ellos.



El factor resultante significativo a partir del analisis factorial completo, fue evaluado en el
tiempo empleando un disefio hexagonal de Doehlert, para determinar las concentraciones
6ptimas de dicho factor.

Una vez determinadas dichas concentraciones, se validéo el modelo variando las
concentraciones del factor para un tiempo de cultivo determinado.

Resultados

A partir del andlisis multifactorial incompleto se pudo determinar que los valores
probablemente significativos eran Mg y Mn*% El extracto de levadura se encontré muy
cercano al limite de significancia, con lo cual se lo incluyé en el disefio. Estos tres factores
se analizaron mediante un disefo factorial completo, el cual determiné que solamente el
Mg*? era significativo en la actividad PAL, siendo los demas factores e iteraciones no
significativos.

A partir de alli se evaluaron concentraciones crecientes desde un nivel basal de 0,3 mM
hasta un nivel 10 veces superior, a diferentes tiempos de cultivo, mediante un disefio
haxagonal de Doehlert. Este arroj6 que las concentraciones oéptimas de Mg* se
encontraban entre 6 y 7 veces el nivel basal para un tiempo de cultivo aproximado de 20 h.
Mediante la validacion del modelo se pudo observar que no se logran incrementos
significativos para concentraciones superiores a 1,8 mM de Mg*2.

Conclusion

A partir de este trabajo se puede concluir que el Mg*? es el Unico componente del medio de
cultivo analizado que influye significativamente en la actividad de PAL, observando un
incremento de la misma hasta concentraciones de 1,8 mM de Mg+2 en el medio de cultivo.
Se ha evidenciado también un aumento en los niveles de biomasa obtenidos a las
concentraciones ensayadas. Respecto a la actividad PAL, algunos autores sugieren que el
rol del Mg*? estaria en la estabilizacién especifica de una conformacién mas activa de la
enzima.
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