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RESUMEN

Se ha aumentando el contenido de D-aminoécido oxi-
dasa en las células de Rhodotorula gracilis en condiciones
de induccién, estableciendo las concentraciones adecuadas
de cada constituyente del medio de produccién. Asimismo,
se ha caracterizado el cambio de escala en la produccidn,
efectuado desde fermentacién en discontinuo en incubado-
ra con matraces de 1 1 de capacidad con 0,25 1 de caldo,
hasta cultivo discontinuo en fermentador con 5 1 de volu-
men de trabajo. La produccién de D-aminodcido oxidasa
estd asociada al crecimiento y el final de la fermentacion se
establecié a las 22 horas. Los pardmetros de la fermenta-
cién fueron: p = 0,21 h', Y, ., = 1,94 mg de biomasa pro-
ducida/mg de D-alanina consumida, Y ..., = 0,8 mg de
biomasa producida/mg de glucosa consumida, g ., = 0,11
b, Qe = 0,26 0, Y, = 8,42 UL producidas/g de bio-
masa producido, g, = 1,78 b, Y, ;, »,, = 16,33 U.1. produci-
das/g de D-alanina consumido ¥ Y y,cos, = 6,73 U.L produ-
cidas/g de glucosa consumido. Una vez optimizada la
produccién de D-amindcido oxidasa de Rhodotorula graci-
lis mediante fermentacion se procedié a caracterizar fun-
cionalmente la enzima llevando a cabo estudios de estabi-
lidad y actividad frente a pH y temperatura. Asimismo, se
determiné la energia de activacién mediante la ecuacién de
Arrhenius: AE=15,06 k J.mol".

ABSTRACT

Culture broth composition has been optimized under in-
duction conditions in order to enhanced D-aminoacid oxida-
se production from Rhodotorula gracilis cells. Scaling up has
been characterized from 0.25 1 to 5 1 medium in batch fer-
mentation. D-aminoacid oxidase production is growth asso-
ciated. Fermentation was carried out during 22 hours. The
fermentation parameters were: 0 =021 h'Y ;.= 1.94 mg
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biomass produced/mg D-alanine consumed, Y, ,c... = 0.8 mg
biomass produced/mg glucose consumed, qp, 5, =0.11 h", q,,.
e = 0,26 17, Y, = 8.42 LU.produced/g biomass produced,
q,= 178 0", Y, o, = 16.33 LU. produced/g D-alanine con-
sumed and Y . = 6.73 L.U. produced/g glucose consumed.
Functional characterization of D-aminoacid oxidase was ca-
rried out after optimization of D-aminoacid oxidase production
from Rhodotorula gracilis by fermentation. Stability and acti-
vity to pH, and temperature and E_ (15.06 k J.mol") by
Arrhenius plot were determined.

INTRODUCCION

La D-aminoécido oxidasa (E.C. 1.4.3.3., DAAO) es una
flavoproteina que cataliza la oxidacién de D-aminodcidos a
sus correspondientes iminodcidos, que son hidrolizados es-
pontaneamente a O-cetodcidos y amoniaco de acuerdo con
el esquema I:

RCHNH,COOH + E-FAD — RC=NHCOOH + E-FADH,
[1]

RC=NHCOOH + H,0 - RCOCOOH + NH, 21

E-FADH, + O, — E-FAD + H,0, [3]

Durante 1a reaccién el cofactor, FAD, es reducido [1] lle-
véndose a cabo la reoxidacion mediante oxigeno molecular
produciéndose agua oxigenada [3]. Esta reaccion tiene va-
rias aplicaciones biotecnoldgicas e industriales como son la
resolucion de mezclas racémicas de aminodcidos, produc-
cién de o-cetodcidos, determinacidn analitica de aminoéci-
dos y, la més interesante desde el punto de vista industrial,
la obtencién del dcido 7-aminocefalosporanico (7-ACA),
producto de partida para la produccién de cefalosporinas se-
misintéticas (1).
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LaDAAO, enzima intracelular localizada en peroxisomas,
estd ampliamente distribuida. Su actividad ha sido detectada
en gran nimero de organismos, tanto animales como vegeta-
les y microorganismos, siendo la enzima de rifién de cerdo la
més ampliamente estudiada (2), si bien las enzimas de las le-
vaduras Trigonopsis variabilis y Rhodotorula gracilis son mas
interesantes desde el punto de vista biotecnolégico (3-6). La
DAAO de Rhodotorula gracilis es un homodimero de 78
kDa con una molécula de FAD por monémero fuertemente
unida, si bien esta unién no es de tipo covalente (2). Presenta
una serie de propiedades que la hacen més idénea que las
otras D-aminodcido oxidasas para su utilizacién biotecnol6-
gica e industrial, como son su elevada eficacia catalitica, un
mayor niimero de recambio respecto a varios sustratos in-
cluida la cefalosporina C (7), fuerte unién del cofactor FAD
(8), alta estabilidad de la forma dimérica activa (9) y mayor
resistencia a la oxidacién por H,0,, uno de los productos de
la reaccién. Su produccién es inducible, siendo el inductor
mas efectivo la D-alanina, consiguiéndose la méxima ex-
presién de DAAO cuando en el medio se encuentran D-ala-
nina como fuente de nitrégeno y glucosa como fuente de car-
bono (10).

Dado el elevado interés biotecnoldgico e industrial de
esta enzima, sobre todo en su posible aplicacién en la ob-
tencién industrial del 7-ACA, nuestro grupo de trabajo ha
abordado la mejora de la produccién de DAAO mediante
procesos fermentativos de 1a levadura Rhodotorula gracilis,
optimizando la concentracién de los componentes del medio
de cultivo y llevando a cabo un cambio de escala, consi-
guiendo mayor cantidad de biomasa celular con alto conte-
nido en DAAO. Asimismo, y tras establecer un método de
extraccion y purificacién de la enzima, hemos realizado una
caracterizacién funcional de la DAAO determinando su es-
tabilidad y actividad respecto al pH y temperatura y la ener-
gia de activacién mediante la ecuacién de Arrhenius.

MATERIAL Y METODOS

Materiales

El microorganismo utilizado en el presente trabajo ha
sido la levadura Rhodotorula gracilis, suministrada por
American Type Culture Collection, cepa n® 26217. Extracto
de levadura, extracto de malta y peptona fueron de Difco
(USA). D-fenilglicina, D-alanina, fluorescamina y 4cido eti-
lendiaminotetraacético (EDTA) fueron de Sigma (USA). -
mercaptoetanol y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
fueron de Fluka (Suiza).Todos los demads reactivos y disol-
ventes fueron productos analiticos de Merck (Alemania). Las
medidas de absorbancia se realizaron en un espectrofotéme-
tro DU-70 de Beckman (USA).

Condiciones de fermentacion

El medio de produccién y las condiciones de fermenta-
cién utilizadas fueron las descritas en la bibliografia (10) y

usadas habitualmente por nuestro grupo de trabajo (11) a pH
inical de 5,6, medio tamponado con MES (4cido 2-N-mor-
folinoetanosulfénico), y temperatura constante de 30°C. El
resto de condiciones fueron las requeridas por la experi-
mentacion:

a) Estudios de optimizacién. Una vez elaborados, los
medios se esterilizaron en autoclave a una presién mano-
métrica de 1 kg/em?, a 110°C durante 30 minutos. A conti-
nuacién, cada matraz se inoculé en condiciones de esterili-
dad con 40.000 células por ml de caldo de cultivo. La
fermentacién se llevé a cabo en un fermentador New
Brunswick termostatizado provisto de agitacién rotatoria. La
fermentacion se mantuvo durante 48 horas.

b) Cultivo en fermentador. Se utilizé un fermentador
B. Braun-Biotech fabricado en Alemania, con una capacidad
méxima de trabajo de 5 1. La esterilizacién del medio se lle-
v6 a cabo en el propio incubador a 110°C durante 30 minu-
tos. El fermentador, conteniendo 4,75 1 de medio estéril se
inoculé, en condiciones de esterilidad, afiadiendo 250 ml de
suspensidn celular, en medio de cultivo estéril, con una D.O.
a 660 nm de 2, obteniendose un volumen final de 5 1, con
una D.O. a 660nm de 0,1 que corresponde a una concentra-
cidn de 1.920.000 células por ml. Durante la fermentacién
la temperatura fue constante y la pO, se mantuvo entre el 50
y el 100% de saturacién mediante flujo de aire constante de
10 Vmin y variando la agitacioén entre 150 y 750 r.p.m..

Extraccién y purificacién de la enzima

Se llevé a cabo como se describe en la bibliografia (11).
Una vez cultivada la levadura, se centrifugé el caldo y la
pasta celular resultante se pesd (peso himedo) y se liofilizd
en un liofilizador Labconco. Con el lidfilo resultante se de-
termind el peso seco y a continuacién se molié con perlas
de vidrio a 4°C (300 um de diametro, 0,5 g/g de células). El
polvo resultante se resuspendi6 (240 g células/l) en tampén
fosfato potasico 100 mM, pH 7,5 con EDTA 2 mM, B-mer-
captoetanol 5 mM y PMSF 1 mM; se mantuvo en agitacién
durante 2 h a 4°C y se centrifugd a 4.000 g durante 15 mi-
nutos a 4°C. En el sobrenadante se determiné la concentra-
cién de proteinas mediante el método de Bradford (12) y Ia
actividad enzimatica como se describe a continuacién en este
apartado. Asimismo, el sobrenadante se sometié a un pro-
ceso de purificacién de la enzima. mediante el método des-
crito en la bibliografia (11).

Determinacion de la actividad enzimatica

La actividad de la D-aminodcido oxidasa se determiné
utilizando D-fenilglicina como sustrato. 2,5 mg de enzima
se incubaron con 25 mM de D-fenilglicina en tampén fos-
fato potdsico 50 mM, pH 8,0, en un volumen final de 1 pl,
a 30°C durante 10 minutos. La liberacion de 4cido benzoil-
férmico se analizé mediante el incremento de absorbancia a
252 nm una vez detenida la reaccién mediante la adicién de
100 ml de 4cido acético (13).
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Estudios de estabilidad y actividad de la enzima

Se han llevado a cabo con la enzima pura. Los estudios
de actividad se realizaron en tampén fosfato-pirofosfato 25
mM-25 mM a las temperaturas y pHs sefialados. Las condi-
ciones fueron las mismas que en el ensayo estandar. A to-
dos los tampones de ensayo se les afiadié NaCl hasta alcan-
zar una fuerza idnica de 0,5M.

Para los estudios de estabilidad se valord la actividad re-
sidual después de preincubar la enzima a los pHs y tempe-
raturas sefialados durante 10 minutos en tampén fosfato-pi-
rofosfato 25 mM-25mM con una fuerza iénica de 0,5 M. Los
ensayos se realizaron en las mismas condiciones que el en-
sayo estdndar.

Valoracion de glucosa

Se llevé a cabo por el método colorimétrico del 4cido
dinitrosalicilico (DNS) que forma un complejo coloreado
con los azdcares reductores (14). A 2 ml de muestra se adi-
cionaron 3 ml del reactivo DNS, se introdujo en un bafio a
100°C durante 10 minutos, tras los cuales se detuvo la reac-
cién por inmersién en un bafio de hielo. Después de 10 mi-
nutos de reposo se leyeron las absorbancias a 640 nm. La
concentracién de azidcares reductores se calcul$ a partir de
la recta patroén construida utilizando una solucién de gluco-
sa de 2 mg/ml.

Valoracién de D-alanina

Se realizé utilizando el método fluorimétrico de la fluo-
rescamina (15). Las medidas de intensidad de fluorescencia
se realizaron en un espectrofotémetro de fluorescencia
Perkin-Elmer MPF-44E equipado con una unidad diferencial
de correccién de espectros (DCSU), a 25°C en cubetas de
cuarzo de 1,0 cm de paso dptico. Los monocromadores de
excitacién y emision se ajustaron a 390 nm (anchura de ren-
dija 7 nm) y 475 nm (anchura de rendija 9 nm) respectiva-
mente. Todas las medidas se registraron en modo ratio.

Alicuotas de 0,5 ml de muestra se adicionaron directa-
mente sobre 0,5 ml de fluorescamina (0,15 mg/ml) en ace-
tona e inmediatamente se afiadié 1,5 ml de tampdn fosfato
100 mM, pH 7,8 y se procedié a su lectura. La concentra-
ci6én de D-alanina se determind utilizando patrones de D-ala-
nina de concentracién conocida en cada ensayo.

RESULTADOS

Optimizacion del medio de cultivo

Se llevé a cabo mediante el método Rosembrock modi-
ficado (16). Para cada variable, los experimentos se realiza-
ron por triplicado en matraces Erlenmeyer de 250 ml de ca-
pacidad con 62,5 ml de caldo (relacion entre volumen de

medio y volumen de matraz=1/4). Se partié de la composi-
ci6én del medio descrita (10 y 11). Después de la fermenta-
cién, siguiendo la metodologia descrita en el apartado de ex-
traccién y purificacion de la enzima de materiales y métodos,
el contenido de cada matraz se procesa obteniendose un ex-
tracto celular donde se procede a determinar la concentracién
de proteinas y la actividad enzimatica. Las actividades espe-
cificas de cada muestra son tomadas como criterio de opti-
mizacién. Los resultados se analizan de la siguiente forma:

Variable Resultado
Positivo Negativo
x1 > x, Fx) > F(x) F(x) < F(x0)
x < Xq F(x) = F(x,) F(x) < Fx0)

siendo x, el valor experimental de la variable, x, el valor ini-
cial de la variable y F la funcién evaluada o criterio de op-
timizacién. Cada préximo experimento se disefia de acuer-
do a las siguientes consideraciones:

Positivo Negativo
K=3K K =-172K
X =% X=X

X, =%+ 3K X, =X, - 12K

donde K es el factor de variacién de cada variable en cada
experimento. Los anélisis estadisticos comparativos se efec-
tuaron mediante ¢ de Student, partiendo de 3 réplicas en cada
experimento.

En la tabla I se muestran los valores de concentracién
inicial (x,) junto con los factores de variacién (K) fijados
para el primer bloque de experimentos y el valor experi-
mental para cada variable (x,), asi como las actividades es-
pecificas y los resultados. Estos fueron negativos salvo en el
caso de la D-alanina que resulté positivo al aumentar su con-
centracidn, por lo que en el siguiente experimento se dismi-
nuyeron las concentraciones de todos los compuestos ex-
cepto la de D-alanina que se aumenté otra vez. En este caso
ningin factor de variacién resulté positivo (dato no mostra-
do), por lo que todos ellos cambiaron de signo y redujeron
su valor a la mitad para el siguiente experimento. De nuevo
los resultados mostraron un caricter negativo. Los factores
de variacién para el experimento 4 vuelven a oscilar en su
signo y no superan en su mayoria el 3% del valor de con-
centracion inicial de sus respectivas variables, por lo que, te-
niendo en cuenta que una variable se considera optimizada
cuando se produce una oscilacidn del signo del factor K sien-
do éste pequeflo, se consideré que el medio de cultivo esta-
ba optimizado. La composicién 6ptima del medio es la que
refleja la tabla II como concentracién inicial (X,).

Optimizacién del cambio de escala

Una vez optimizado el medio de cultivo, se procedié a
caracterizar la fermentacién de Rhodotorula gracilis en un
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Tabla I. Experimento 1 para la optimizacién de la concentracién de los constituyentes del medio para la produccion de DAAO de

Rhodotorula gracilis.

Constituyentes x, 5 ’K x, Actividad )
del medio Concentracion Factor Valor o Resultado
(Variables) inicial variacion experimental especifica

Control 0,0499
Na CL 0,5026 0,1 0,6026 0,0486 —
MgSO, 0,482 0,05 0,532 0,0446 —
K2HPO, 0,9929 0,2 1,1929 0,0389 —
CaCl, 0,2553 0,01 0,2653 0,0355 —
MES 4,88 1 5,88 0,0563 —
D-Ala 2,6727 0,5 3,1727 0,0654 +
Glucosa 9,008 2 11,008 0,0534 —
!Solucién

\oligoelementos 1 0,2 1,2 0,0519 —

! Solucién de oligoelementos constituida por: 2 g/l de 7H,0.ZnSO,, 6,1 g/t de EDTA (sal férrico sédica), 5,1 g/t de Tiamina HCl, 2,4
g/l de Pantotenato Ca, y preparada fresca para cada bloque experimental.

% Concentraciones en g/l excepto para la solucién de oligoelementos expresada en ml/l.

? Actividad especifica expresada en U.L/mg (umoles de producto que aparecen por minuto y por mg de protefna en las condiciones de

€nsayo).

volumen superior de medio con el fin de llevar a cabo un
cambio de escala.

La inoculacién y la fermentacién se efectuaron tal como
se describen en materiales y métodos. Durante la fermenta-
cidén se recogieron muestras de entre 10 y 20 ml (segtn la
etapa de crecimiento) a intervalos regulares de tiempo y en
condiciones estériles a través de un septo disefiado al efec-
to en el fermentador, hasta completar un tiempo de 75 h des-
de el final de la inoculacién. En cada muestra se lleva a cabo
la determinacién del volumen y D.O. a 660nm, a continua-
cién se centrifuga a 7.000 g durante 30 minutos a 4°C. En
el sobrenadante se mide el pH y se determina la concentra-
cién de glucosa, D-alanina y actividad DAAO. Con el pre-

Tabla II. Composicién 6ptima del medio de produccién de
DAAO de Rhodotorula gracilis.

- , D
Constituyentes del medio Ko
Concentracion inicial éptima

Na CL 0,5026

MgSO, 0,482

K,HPO, 0,9929

CaCl, 0,2553

MES 4,88

D-Ala 3,1427

Glucosa 3,1427
\*Solucién oligoelementos 1

! Igual composicién que en la tabla L.
% Concentraciones expresadas en las mismas unidades que en la
tabla L.

cipitado se determina el peso himedo relativo, el peso seco
y se procede a la preparacién del extracto enzimdtico tal y
como se describe en materiales y métodos, con el fin de de-
terminar la concentracién de proteinas y la actividad DAAO.

En la figura 1 se observa que la biomasa medida como
D.O. a 660 nm, el peso himedo y el peso seco mantienen la
misma tendencia, mostrando una fase de latencia durante las
primeras 10 h de fermentacién, seguida de una fase de creci-
miento exponencial que llega hasta las 22 h, momento en que
comienza la fase estacionaria. El pH inicial se mantiene cons-
tante durante la fase de latencia, desciende ligeramente du-
rante la fase exponencial e incrementa su valor lentamente du-
rante toda la fase estacionaria. La determinacién de la biomasa
por peso himedo y por peso seco tiene un error experimental
mayor que la determinada por D.O. a 660 nm, por lo que a

9,0 5 60 - 20
- 50
- 16
7,5 4 =
c L 40 £
a Th 2
g -30 £ E
% 6,0 48 =] g
Q _20§ L &
[a} 8 3
4,5 4 - 10 3
g P
-0
3.0 T T T T -0

0 10 20 30 40 50 60 70 80
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Figura 1. Crecimiento de Rhodotorula gracilis frente al tiem-

po de fermentacién. (@ D.O. a 660nm, (] Peso himedo, B Peso
seco, 2\ pH).
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Figura 2. Velocidad de consumo de glucosa (A) y de alanina
(B) durante la fermentacién. ((J Glucosa g/l, /A D-alanina, @ D.O
660 nm).

partir de estos datos se determind la tasa especifica de creci-
miento (W). Para ello se tomaron logaritmos de D.O. a 660 nm
de la fase de crecimiento exponencial y se representan frente
al tiempo, se obtuvo una linea recta cuya pendiente es el va-
lor de B y que result6 ser W = 0,21 h'',

En la figura 2A se observa una clara concordancia entre
el crecimiento y el consumo de glucosa. Durante la fase de
latencia el consumo de glucosa es practicamente nulo, ya que
los valores de concentracién de glucosa en el medio se man-
tienen alrededor de la concentracién inicial en las primeras
10 h de fermentacién; durante la fase de crecimiento expo-
nencial (10-22 h) se aprecia un descenso pronunciado de la
concentracién de glucosa en el caldo. La glucosa se agota
coincidiendo con el inicio de la fase estacionaria.

En la figura 2B, al igual que ocurre con la glucosa, se
aprecia un consumo minimo de D-alanina durante la fase de
latencia, seguido de un descenso brusco de su concentracién
que coincide con la fase de crecimiento exponencial, al fi-
nal de la cual y coincidiendo con el comienzo de la fase es-
tacionaria su concentracion baja a cero.

Tanto la glucosa como la D-alanina son nutrientes que
contribuyen directamente al crecimiento celular, es decir, el
crecimiento estd asociado al consumo de ambos. La gluco-
sa es, como ocurre para la mayor parte de las células, el nu-

triente que principalmente debe contribuir a la obtencién de
energia metabdlica (ATP) mientras que la D-alanina debe
servir como fuente de nitrégeno, induciendo de esta forma
la produccién de DAAO.

Respecto a la variacién de la proteina celular (Figura 3A)
es, como cabe esperar, paralela a la curva de crecimiento. Se
observa un periodo de latencia en las primeras 10 h de fer-
mentacidén, seguida de una fase de crecimiento exponencial
que acaba a las 22 h, momento en el que empieza la fase es-
tacionaria.

La actividad DAAO se detecté en los extractos celulares,
ya que su presencia en el medio extracelular es nula (datos
no mostrados), lo que corrobora la localizacién celular de la
enzima (17). La actividad DAAO no se observa durante la
fase de latencia (Figura 3b), produciendose un fuerte incre-
mento de la actividad durante la fase de crecimiento expo-
nencial que se detiene al llegar a la fase estacionaria para de-
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Profefna intracelular (mg/ml caldo)

0,00 4 ( T T T T T T T
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Actividad especifica (U.L/mg)
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Figura 3. Variacién de la concentracién de proteina celular du-
rante la fermentacion (A). Produccién de actividad D-aminoécido
oxidasa durante la fermentacién (B).
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Figura 4. Estabilidad A y actividad O de la D-amino4cido
oxidasa frente a: pH (A) y temperatura (B).

crecer a lo largo de dicha fase. La produccién de la enzima
estd asociada al crecimiento y por tanto, relacionada directa-
mente con el metabolismo intermediario de la levadura.

Los rendimientos de biomasa producida respecto a los
sustratos (Y = AX/AS) durante la fase de crecimiento expo-
nencial fueron Yy .. = 1,94 5 /g = 0-80 expresados en
mg de biomasa producida/mg de sustrato consumido.

Las tasas especificas de consumo de sustrato se calcula-
ron en base a la siguiente expresién: q=l/Y,. Los valores
hallados para nuestra fermentacién fueron g, ,, = 0,11 h';
qglucosa= 0’26 h.l‘

El rendimiento de producto (DAAO) respecto a la bio-
masa durante la fase de crecimiento exponencial fue Y, =
8,42 U.L producidas/g de biomasa producida.

La tasa especifica de aparicién de producto se calculd de
acuerdo con la siguiente expresion: q,=\WY,, =W - Y,,, dan-
do como resultado g, = 1,78 h.

Los rendimientos de producte respecto a los sustratos
consumidos durante la fase exponencial fueron Y, ., =

16,33, Ypigueon = 6,73 expresados en U.IL producidas/g de
sustrato consumido.

Caracterizacion funcional de la D-aminodcido oxidasa
de Rhodotorula gracilis

Una vez optimizada la produccién se llevé a cabo la ca-
racterizacién funcional de la enzima. Para ello se procedidé
a su purificacién mediante el método ya descrito (11). Se es-
tudié su actividad y estabilidad frente a pH y temperatura.
Los ensayos se realizaron tal como se describe en materia-
les y métodos.

En la figura 4A se muestran los resultados de actividad
y estabilidad frente a pH a 30°C. Se observa que a esta tem-
peratura la enzima es estable en todo el intervalo de pHs en-
sayado y muestra un pH éptimo de actividad entre 8,0 y 8,4.
Por tanto, el pH que se eligi6 para el ensayo estandar de ac-
tividad fue el 6ptimo, ya que en él la enzima es completa-
mente estable.

En la figura 4B se muestran los resultados de actividad
y estabilidad frente a temperatura a pH 8,0. Se observa que
a este pH la enzima es estable entre los 23 y los 40°C, a par-
tir de los cuales la enzima empieza a sufrir desnaturalizacién
térmica, que es mas acusada a medida que aumenta la tem-
peratura.

Al ensayar la actividad de la enzima se observa que la
temperatura 6ptima de actividad se sitiia en torno a los 45°C.
Para el ensayo estdndar se eligié una temperatura de 30°C,
ya que, si bien no es la temperatura éptima de actividad, la
enzima tiene una actividad importante y es totalmente esta-
ble a esta temperatura.

La energia de activacién de la reaccion catalizada por la
D-aminodcido oxidasa utilizando D-fenilglicina como sus-
trato fue determinada mediante la ecuacién de Arrhenius, y
su valor fue 15,06 k J.mol™.

DISCUSION

En el presente trabajo se ha abordado la optimizacién
de la produccién de la DAAQO a partir de la levadura Rho-
dotorula gracilis. Partiendo de una composicién de me-
dio descrito en la bibliografia (10), se observa que las
concentraciones de los constituyentes son éptimas excep-
to para la D-alanina. La D-alanina actia como inductor
de la DAAO, ya que es la tnica fuente de nitrégeno pre-
sente en el medio y obliga a la levadura a sintetizar la
DAAQO para poder metabolizarla y proliferar en ese me-
dio. La concentracién de D-alanina puede aumentarse has-
ta 3,1727 g/l (Tabla II) consiguiendo un aumento de la
actividad especifica. del extracto obtenido de aproxima-
damente un 30% sobre el control, mejorando asi la pro-
duccién de DAAO.

Respecto al cambio de escala, dado el elevado interés in-
dustrial de la DAAO, se procedi6 a optimizar un método de
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obtencién de mayor cantidad de enzima, por lo que se llevo
a cabo un estudio del crecimiento y la produccién de DAAO
mediante fermentacién de la levadura Rhodotorula gracilis
en un fermentador en discontinuo con un volumen méximo
de trabajo de 5 1. Se observa que la aparicién de la DAAO
se produce durante la fase exponencial (Figuras 1 y 3B), lo
que indica que la produccién estd asociada al crecimiento,
decayendo durante la fase estacionaria, cuando el inductor
es consumido por completo, lo cual ocurre al final de la fase
exponencial (Figuras 1 y 2B). La disminucién progresiva de
la actividad puede deberse a la accion de las proteasas pre-
sentes en la célula de levadura.

Por tanto, desde el punto de vista de produccién de
DAAO mediante procesos fermentativos en las condiciones
estudiadas de pH inicial, temperatura, pO, y volumen de tra-
bajo, queda caracterizada la fermentacion, estableciéndose el
final de la misma a las 22 h, coincidiendo con el final de la
fase exponencial y el agotamiento de la fuente de nitrégeno
e inductor de la DAAO.

Tras caracterizar la fermentacién y purificar la enzima me-
diante el método previamente establecido en nuestro labora-
torio (11), se procedié a una primera caracterizacioén funcio-
nal de la DAAO, llevandose a cabo estudios de estabilidad y
actividad de la enzima frente a pH y temperatura (Figura 4).

Se observa que la enzima presenta una temperatura op-
tima de actividad a los 45°C, sufriendo desnaturalizacién tér-
mica a partir de los 40°C (Figura 4B). En las mismas con-
diciones de incubacién Pollegioni y col. (7) observan una
perdida importante de actividad por encima de los 30°C, pre-
sentando a esta temperatura sélo un 75% de la inicial. Parece
que la preparacion enzimdtica obtenida en nuestro laborato-
rio es mds estable, probablemente debido al método de pu-
rificacién. Aunque la temperatura optima de actividad fue
45°C se elige la temperatura de 30°C para el ensayo estin-
dar ya que a ésta temperatura la enzima es completamente
estable, mientras que a partir de 40°C comienza a sufrir des-
naturalizacién térmica.

En cuanto al comportamiento frente al pH coincide con
el descrito en la bibliografia (10) con un pH dptimo de ac-
tividad entre 8,0 y 8,4 (Figura 4A), intervalo al cual la en-
zima es completamente estable.
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