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Resumen

RESUMEN

En el presente trabajo de tesis se abordé el estudio del aislamiento, a partir de
sus fuentes naturales, de dos fitoproteasas de aplicacion industrial: bromelina (BR) y
papaina (PAP). Para ello se propuso combinar dos estrategias bioseparativas de bajo
impacto: el reparto de afinidad en sistemas bifasicos acuosos (SBAs) formados por
polietilenglicol y citrato de sodio (PEG/NaCit), empleando alginato como
macroligando, seguido de la precipitacion de afinidad, metodologia que aprovecha la
capacidad del alginato de gelificar reversiblemente en presencia de iones calcio. Ambas
metodologias comparten ciertas ventajas: son sencillas, rapidas, econémicas, escalables
y no requieren de instrumental sofisticado.

Como punto de partida del desarrollo bioseparativo propuesto, se estudiaron las
interacciones entre las enzimas de interés y los polimeros de fase (polietilenglicoles) y
de afinidad (alginato) a fin de lograr la identificacidn y caracterizacion de las posibles
fuerzas intermoleculares involucradas. Mediante la aplicacion de técnicas basadas en
propiedades espectroscopicas, hidrodindmicas y calorimétricas, fue posible inferir una
diferenciacion de los polimeros utilizados, agrupandolos en dos clases segin sus
comportamientos frente a las proteasas: i) los de mayor peso molecular (PEG2000,
PEG4600 y PEG8000) y ii) los de menor peso molecular (PEG600 y PEG1000) vy el
alginato de sodio. Con respecto a los primeros, los efectos observados indicaron que los
mencionados PEGs se excluyen preferencialmente de la superficie proteica por un
mecanismo de tipo estérico, no afectdndose significativamente el contenido de
estructura secundaria de las fitoproteasas. Por su parte, los PEGS mas pequefios y el
alginato ocasionaron alteraciones que evidenciaron su unién preferencial a las
fitoproteasas. En el caso del alginato, las perturbaciones fueron mas marcadas,
sugiriendo la existencia de interacciones fuertes y especificas entre este polimero y las
proteinas.

El estudio del reparto de BR y PAP comerciales en los diferentes sistemas
PEG/NaCit mostr6 un desplazamiento del equilibrio de reparto de ambas proteasas
hacia la fase salina a medida que aumentaba el tamafio del polimero empleado. A pesar
de que ambas enzimas presentan caracteristicas fisicoquimicas semejantes (peso
molecular, punto isoeléctrico, etc.) sus perfiles de reparto reflejaron comportamientos
disimiles, evidenciando BR una mayor tendencia que PAP a distribuirse hacia la fase

rica en PEG. Esta conducta también fue observada cuando se ensayo0 el reparto de las



Resumen

fitoproteasas presentes en el extracto de tallo de anana y en el latex de papaya. En dicho
caso, el analisis del proceso separativo/extractivo de BR, mostr6 a los SBAs formados
por PEG2000, PEG4600 y PEG8000 como los de mejor performance, ya que
permitieron recuperar mayoritariamente a la enzima en fase salina, con rendimientos
cercanos al 90% vy factores de purificacion de 2,0-2,5, indicadores que pueden
considerarse aceptables para una primera etapa de recuperacion de la enzima. Cuando se
trabajo con el latex de papaya, los resultados fueron poco satisfactorios ya que, si bien
todos los sistemas permitieron recuperar la PAP en forma significativa en la fase
inferior con rendimientos mayores al 60%, los valores del factor de purificacién apenas
superaron la unidad. Excepcionalmente, el sistema formado por PEG8000 demostrd una
buena capacidad de purificacion (FP 2,50) en la fase polimérica pero con bajo
rendimiento (20%). Como estrategia posible para mejorar el desempefio del proceso
extractivo, se evaluo la inclusion de alginato como ligando de afinidad en los SBAs.
Este polimero se reparti6 mayoritariamente hacia la fase superior, rica en PEG, y su
presencia, en concentraciones adecuadas (0,1-0,3 %P/P), direccion6 a BR y PAP hacia
dicha fase, mejorando considerablemente los rendimientos.

Estos resultados, junto con la determinacion de las condiciones dptimas de
formacion de los geles de alginato y su redisolucion, permitieron disefiar una estrategia
integrada (reparto + precipitacion de afinidad) para recuperar las fitoproteasas a partir
de sus respectivas fuentes naturales. Su aplicacion sobre el extracto de tallo de anana
mostrd indicadores de desempefio adecuados en términos de rendimiento de BR
(79,3%), pero no asi en purificacion (1,51). Sin embargo, para el procesamiento del
latex se pudo recuperar el 72% de PAP vy purificarla 2,41 veces, siendo esta
performance sensiblemente mejor que aquella lograda en la extraccién liquido-liquido
con SBAs sin alginato.

Como conclusién final, se puede afirmar que la metodologia integradora
propuesta resulté eficaz como primer paso extractivo para la recuperacién de PAP a
partir de latex de Carica papaya, no sélo por sus indicadores, sino por las ventajas de
esta metodologia en términos de simplicidad y sustentabilidad. En el caso de la
extraccion de BR a partir de tallo de anand se halld6 méas conveniente la extraccion
empleando SBAs PEG/NaCit sin alginato.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 Rol de las enzimas en la industria

Las enzimas son catalizadores bioldgicos altamente efectivos que participan en
un gran numero de procesos metabolicos, aumentando la velocidad de las reacciones
quimicas. Son ampliamente utilizadas en distintos tipos de industrias debido a que
presentan caracteristicas dptimas que las hacen Utiles para su aplicacion a macro escala.

¢Cudles son las principales ventajas del uso de estos biocatalizadores?
(Johannes y col., 2006):

- poseen alta eficiencia, ya que pueden acelerar la velocidad de los procesos
por factores de hasta 108-10'°, incluso actuando a muy bajas concentraciones;

- son altamente selectivas, por lo que no propician reacciones secundarias
indeseables, pudiendo diferenciar entre moléculas quirales, grupos funcionales, etc.;

- no son perjudiciales para el medio ambiente, dado que se trata de moléculas
gue naturalmente forman parte de las células de los organismos vivos.

En cuanto a sus desventajas, la mas importante estd dada por su inestabilidad
en el tiempo, sin embargo, existen tratamientos que tienden a minimizarla, como por
ejemplo, la inmovilizacion en soportes o matrices poliméricas por retencion fisica,
donde existen interacciones débiles entre la enzima y el soporte; o por unién quimica,
donde interviene la formacion de enlaces quimicos. La inmovilizacién de enzimas
puede resultar interesante ya que podria favorecer el aumento de la rigidez estructural
de la conformacion nativa (debido a las uniones covalentes) que la volveria mas
resistente a la desnaturalizacion térmica o quimica (por ejemplo, pH o fuerza idnica) y
la proteccion frente a la autolisis debido a que la enzima se encuentra confinada a una
porcion del espacio (Arroyo, 1998). También es posible aumentar la estabilidad
estructural por glicosilacion con polisacaridos idnicos y no-idnicos como el dextrano, el

alginato y el chitosan (Fernandez y col., 2003).

El primer proceso industrial catalizado por enzimas fue desarrollado en 1960
(lllanes, 2008). Desde entonces, el mercado mundial de biocatalizadores se ha
expandido de manera exponencial como consecuencia de su progresiva implementacion
en numerosos procesos industriales. Actualmente, las industrias modernas contindan
explorando las ventajas de las enzimas, incorporandolas activamente en sus procesos

productivos, con el proposito de disminuir costos, aumentar la velocidad de los



Capitulo 1 - Introduccién General

procesos, mejorar la calidad de los productos y, en la mayoria de los casos, reducir
significativamente el impacto ambiental (van Beilen y Li, 2002; Jegannathan y Nielsen,
2013). Una perspectiva del potencial incremento en la produccién mundial de enzimas

puede observarse en la figura 1.1:

Se espera que el mercado mundial de
enzimas alcance una produccion de
USS 5.4 billones para el afio 2020

5.4
5.3
5.2 o017 2018

2Ne

™

5.0

2015
4.9 1
4.8 14
47 _°

Crecimiento a una TCAC de 7,8%
durante el periodo 2015-2020

Figura 1.1: Perspectiva del incremento mundial en la produccion de enzimas segin la
tasa de crecimiento anual compuesto (TCAC) (Sumant, 2016).

Dentro de este marco, las enzimas industriales pueden ser clasificadas en dos
grandes categorias: i) segun su actividad y ii) segn sus volimenes de produccion. En la
primera se ubican aquellas que tienen gran actividad bioldgica y, por lo tanto, sus
volimenes de produccion son pequefios; como ejemplo se pueden mencionar las
enzimas utilizadas en la industria farmacéutica y en andlisis clinico. En el segundo
grupo se encuentran las enzimas que cuentan con menor actividad biol6gica y cuyos
volimenes de produccion y aplicacion son mayores que las anteriores. Es precisamente
en este segundo grupo donde se encuentran las enzimas con mayor aplicacion en
diferentes procesos industriales, como por ejemplo, en la obtencion y mejoramiento de
alimentos, bebidas, en la industria textil, de cueros, remediacion ambiental, detergentes,
etc. (Castellanos y col., 2006). Estas aplicaciones industriales representan mas del 80%
del mercado mundial de enzimas (Whitehurst y Van Oort, 2010) y se estima que son
mas de 500 los productos generados a partir de procesos que implican la utilizacion de
estos catalizadores biologicos (Johannes y Zhao, 2006; Kumar y Singh, 2013).
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Frente a la necesidad de disponer de grandes cantidades de enzimas (y en
algunos casos con alto grado de pureza) es que se han desarrollado avances en
bioseparacion de proteinas y en el disefio de procesos para la recuperacion de productos
de valor agregado. Vislumbrando el amplio espectro de utilizacion/aplicacion de estas
biomoléculas de naturaleza proteica y la masiva demanda tanto en areas basicas como
aplicadas, resulta de méaximo interés el desarrollo y aplicacion de métodos
bioseparativos de enzimas de interés biotecnologico que sean sencillos, sustentables y

aplicables a macro escala.

1.2 Procesos bioseparativos para la obtencion de enzimas

Un proceso de bioseparacion de enzimas hace referencia a la recuperacion,
aislamiento y purificacion de una proteina a partir de un producto complejo, proveniente
de una fuente vegetal, animal o microbiana (Sadana, 1997). En los ultimos afios, la
problematica bioseparativa ha cobrado relevancia debido a la creciente necesidad de
disponer de grandes cantidades de enzimas en diferentes procesos productivos. Los
métodos de purificaciébn de proteinas mas utilizados comprenden cuatro etapas
principales: i) separacion de células y fragmentos celulares a partir del medio en que se
encuentran (clarificado o clarificacion); ii) concentracioén y/o purificacion de baja
resolucién o recuperacion primaria, en la cual se separa a la molécula de interés de
aquellas de diferentes propiedades fisicoquimicas tales como peso molecular (PM) y
punto isoeléctrico (pl); iii) purificacién de alta resolucion, operacion que permite aislar
la molécula en cuestion de otras de muy similares caracteristicas y, por ultimo, iv)
acondicionamiento del producto final. Cada una de las etapas mencionadas puede estar,
a su vez, formada por mas de una operacién unitaria (Pessoa Junior y Kilikian, 2005).

Un proceso ideal de bioseparacion debe ser, en principio, sencillo, rapido y
econdmico, ya que representara aproximadamente un 70% del costo total final del
producto (Lima y Mota, 2003). Es indispensable, ademas, que el proceso combine alta
productividad con alta selectividad de separacidn, asegurando reproducibilidad y, en lo
posible, escalado industrial. Cabe destacar que la selectividad en la bioseparacion
dependera de la aplicacion a la que se va a destinar el producto final, la cual determinara
la pureza y concentracion requeridas y los niveles permitidos de cada una de las
impurezas que lo acompafian. En este sentido, las especificaciones comerciales de
pureza para las proteinas de uso medicinal suelen ser mucho mas estrictas que las

correspondientes a enzimas industriales.
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Las técnicas bioseparativas mas utilizadas se pueden dividir en dos grandes
grupos principales: i) de alto rendimiento y alta purificacién, como puede ser la
cromatografia de afinidad; o ii) de baja purificacion y alto rendimiento como, por
ejemplo, la precipitacion, extraccion liquido-liquido, ultrafiltracion, etc. Estas ultimas
resultan las més féciles de escalar y con menores costos de implementacion. En la
industria, reviste mayor importancia el aspecto econémico, es decir, es deseable obtener
una elevada relacion rendimiento/costo. Una de las maneras de maximizar esta relacion
es utilizar metodologias que permitan el reciclado de los reactivos empleados en los
sucesivos pasos del proceso, y emplear equipos sencillos.

Otro aspecto a tener en cuenta en los procesos de bioseparacion, principalmente
a macro escala, es el ecoldgico, debido a que al manejar grandes masas de muestra,
también se producen grandes cantidades de desechos. Se requiere entonces, contar con
métodos poco agresivos con el medio ambiente, es decir, que generen la menor cantidad

de material de desecho y/o que los mismos sean biodegradables o no tdxicos.

1.3 Extraccion liquido-liguido con sistemas bifasicos acuosos

En el contexto planteado precedentemente, una metodologia que se ha
posicionado favorablemente en los Gltimos afios, por reunir muchas de las condiciones
deseables para la bioseparacion de enzimas, es la extraccion liquido-liquido con
sistemas bifasicos acuosos (SBASs) (Walter y col., 1991).

Los SBAs pueden ser definidos como sistemas en los cuales dos fases acuosas
coexisten en equilibrio. Se obtienen al mezclar, en medio acuoso y por encima de cierta
concentracion critica, dos polimeros de cadena flexible (PCFs) neutros o bien un PCF y
una sal de anién cosmotropico, a una dada temperatura (Walter y Johansson, 1986).
Estos sistemas que se originan espontaneamente luego del mezclado se conocen como
sistemas preformados y poseen dos fases, una rica en uno de los polimeros y la otra rica
en el otro polimero o la sal. Esta situacion se representa esquematicamente en la figura
1.2
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== Fasericaen PCF1
+ | — | —
== Fasericaen PCF2
o sal

PCF1 PCF2/ Mezcla de Sistema preformado
Sal ambos
componentes

Figura 1.2: Esquema representativo de la formacion de un SBA.

La extraccion liquido-liqguido empleando SBAs es considerada una
metodologia separativa muy ventajosa por reunir ciertas condiciones, las que se detallan
a continuacion (Diamond y Hsu, 1990):

- biocompatibilidad, debido a que ambas fases estan formadas por una alta
proporcion de agua (80%) existe la posibilidad de regular las condiciones de trabajo,
como el pH, osmolaridad y fuerza ionica, proporcionando un entorno adecuado para las
moléculas bioldgicas;

- baja tension interfacial, dado que la composicion de las fases es
fundamentalmente acuosa hay muy poca variacién entre sus respectivas tensiones
superficiales, impidiendo que las moléculas se desnaturalicen al pasar de una fase a la
otra, tal como sucede en la interfase aire-agua;

- facilmente escalable a nivel industrial, por tratarse de una técnica que emplea
sistemas liquidos;

- sencilla de operar y sin requerimiento de equipos sofisticados;

- bajo costo.

Durante el reparto en SBAs diversas biomoléculas se distribuyen entre las dos
fases del sistema de acuerdo a un coeficiente de reparto (Kr) que depende tanto de las
caracteristicas de la biomolécula como de aquellas propias del sistema empleado. La
eleccion de las condiciones experimentales adecuadas permite purificar una proteina de
interés contenida en una mezcla compleja, haciendo que la misma se reparta
mayoritariamente hacia una de las fases y las que constituyen sus impurezas hacia la
fase contraria. En la extraccion con SBAs puede repartirse, sin previo tratamiento, el
material crudo (homogenado, extracto, etc.) conteniendo restos celulares y membranas.

Esto permite evitar una etapa inicial de filtrado y sus consiguientes dificultades:
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taponamiento de filtros, aumento de costos y de los tiempos de procesamiento. De esta
forma, el reparto con SBAs se considera una operacion “integradora” ya que en una
unica operacién cursan el clarificado y la purificacion parcial de la molécula blanco
(Albertsson, 1986; Walter y Johansson, 1986).

1.3.1 Caracterizacion de los sistemas bifasicos acuosos: diagrama binodial

Todo SBA tiene, bajo condiciones definidas de temperatura y presion, un
diagrama de fases o diagrama binodial que lo caracteriza e identifica (Albertsson, 1986).
Una representacion esquematica del mismo para un SBA PCF1/PCF2 o PCF1/sal puede
verse en la figura 1.3.

La concentracion de la especie que predomina en la fase inferior (FI) se
representa en el eje de las abscisas (x), en este caso PCF2 o sal; y la del PCF que
predomina en la fase superior (FS), en el eje de las ordenadas (y), es decir PCF1; ambas
expresadas como porcentaje en peso (%P/P). En estos diagramas, la llamada curva
binodial separa dos zonas, una por encima de la curva, cuyos puntos (X, y) corresponden
a mezclas de concentraciones polimero-polimero o polimero-sal que daran lugar a
sistemas de dos fases, y otra zona, por debajo de la curva, que corresponde a mezclas
que daran lugar a la formacion de sistemas monofasicos.

El punto A, por ejemplo, representa la composicion total inicial de un SBA
cuyas concentraciones de equilibrio en FS, rica en PCF1, y en FI, rica en PCF2 o sal,
estan dadas por los puntos C y B, respectivamente. De igual manera, un sistema con
composicion total inicial A’ tendré en el equilibrio, una composicion C’ en la FS y B’
en la Fl, y asi sucesivamente ocurrira con los sistemas A’’, A’”’, etc. El conjunto de
puntos C, C’, C”, ..., C"y B, B, B, ..., B"; que representan las composiciones de las
fases para cada sistema en equilibrio, pertenecen y definen la denominada curva
binodial. Cada par de puntos tales como By C (B'y C, By C”, etc.) se llaman
“nodos” y las lineas que los unen, “lineas de union” (LU) (Rogers y Eiteman, 1995;
Zaslavsky y Huddleston, 1995). Cualquiera de los posibles sistemas cuya composicién
total inicial esté incluida dentro de los puntos de una misma LU (por ejemplo A, Dy E
en la linea de unién CB) daran lugar, en el equilibrio, a SBAs con la misma
composicion final superior e inferior (siempre y cuando se mantengan las condiciones
experimentales constantes: presion, temperatura, buffer, sales, etc.), pero con voliumenes

distintos en ambas fases. Por aplicacion de la regla de la palanca, se cumple que la razén
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entre el peso de la FS y la Fl es igual a la razon entre las longitudes de las lineas AB y
AC, respectivamente.

A medida que la composicion inicial del sistema se mueve, por ejemplo, en la
direccion A, A’, A”,.... A", las composiciones de las fases en equilibrio se hacen cada

vez mas parecidas entre si, llegandose al “punto critico” (A"), en el cual, tedricamente,

se igualan.
u Composicion total del sistema bifésico (inicial)
A Composicidn fase superior en el equilibrio
o Composicidn fase inferior en el equilibrio
20 7
~
o
a 151
S | DOSFASES
—i
LL
©)
o
10 7 Lineas de union
; - Critico An
(ONAFASE oo
binodial
T T T T T
5 10 15 20 25

PCF2 o sal (%P/P)

Figura 1.3: Representacion esquematica del diagrama binodial de un SBA.

Cuando se trabaja con SBAs no reportados en la literatura, es necesario
determinar experimentalmente su diagrama binodial ya que un adecuado conocimiento
del equilibrio permitird predecir las composiciones de fase de distintos sistemas de
composicion total conocida y, contribuir asi, al disefio y optimizacion del proceso

extractivo.

1.3.2  Sistemas bifasicos acuosos mas utilizados
Los SBAs fueron descubiertos a fines de 1890 por Beijernick (1896) pero

recién medio siglo més tarde, y gracias a los trabajos de Albertsson (1986), cobraron
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relevancia en bioseparacion. Desde entonces, se han desarrollado con éxito numerosos
procesos extractivos de productos bioldgicos empleando estos sistemas. Podemos citar
como ejemplos, la obtencién de ADN plasmidico con un rendimiento cercano al 100% a
partir de lisados alcalinos (Duarte y col., 2007), la extraccion mayoritaria de beta-
glucuronidasa de elevada pureza en tabaco transgénico (Ross y Zhang, 2010) y la
purificacion de a-amilasa a partir de germen de trigo y p-amilasa de batata, con factores
de purificacion de 42 y 43, respectivamente, y rendimientos de alrededor del 90%
(Teotia y Gupta, 2001).

Tabla 1.1: Componentes mas utilizados para la formacion de SBAs.

Sistemas formados por dos polimeros (SBAs polimero/polimero)

dextrano, polivinil alcohol, polivinil pirrolidona, ficoll,

polietilenglicol + hidroxipropil almidén

polivinil alcohol + metil celulosa, hidroxipropil dextrano, dextrano, acrilico

Sistemas formados por un polimero y una sal (SBAs polimero/sal)

fosfato, citrato, tartrato y succinato de sodio o potasio

polietilenglicol +
sulfato de alumino, sodio, magnesio

En la tabla 1.1 se describe la constitucion de los SBAs de uso més difundido.
Los primeros trabajos se focalizaron sobre los SBAs formados por dos polimeros
(polimero/polimero), siendo los mas empleados aquellos formados por polietilenglicol
(PEG) y dextrano. Sin embargo, en los ultimos tiempos esto ha revertido hacia los del
tipo polimero/sal. Estos sistemas no poseen gran diferencia de densidad entre las dos
fases, presentan baja viscosidad, menores costos y ofrecen una separacion mucho mas
rapida que aquellos formados por dos PCFs. El polimero usado casi de forma
excluyente en la preparacion de los SBAs polimero/sal es el PEG, debido a propiedades
que se describirdn a continuacion. Dentro de las sales predominaron inicialmente los
fosfatos y sulfatos, pero las altas concentraciones requeridas para originar el SBA y los
potenciales problemas de eutroficacion, que los hacen perjudiciales para el medio
ambiente, plantearon la necesidad de sustituirlos. En virtud de esto, tultimamente se ha
ido incrementando el estudio y la aplicacion de SBAs formados por sales de aniones

biodegradables. En esta linea se ha trabajado con SBAs formados por PEG vy citrato de
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sodio (NaCit) (Marcos y col., 1998; Tubio y col., 2006) y aquellos formados por PEG y
tartrato de sodio (Malpiedi y col.,, 2010). La baja solubilidad de los tartratos y la
dificultad en la formacion de los SBAs ha limitado su uso, siendo por ende los SBAs

PEG/NaCit los de mayor preferencia en los Gltimos tiempos.

1.3.3  Componentes de los sistemas bifésicos acuosos
1.3.3.1 Polietilenglicol. Propiedades

Tal como se menciond, es el polimero mas utilizado para la formacion de los
SBAs polimero/sal. Se trata de un PCF que puede ser lineal o ramificado, cuya
estructura se muestra en la figura 1.4. Condiciones de sintesis controlada permiten
disponer de PEGs con diferentes grados de polimerizacion (n), lo cual determina la
existencia de PEGs de diferentes PMs. Los polimeros mas utilizados en aplicaciones
médicas y biotecnoldgicas tienen un tamafio que se encuentra entre los 600 a 20000 Da.
Su distribucion de PMs es estrecha debido a que el método de sintesis mas cominmente
empleado presenta varios pasos de transferencia de cadenas y de terminacion. Esto hace
que, para la explicacion de muchos de los procesos en los que interviene este polimero,
en especial aquellos donde se analiza la variable PM, sea adecuada su consideracion
como muestra monodispersa. Generalmente, aquellos PEGs de PMs menores que 1000
resultan liquidos viscosos practicamente incoloros y aquellos de PMs mayores suelen

ser sélidos blancos cristalinos (Harris, 2013).

0 H
HJ( \/+o’
n

Figura 1.4: Estructura quimica del polietilenglicol; n: grado de polimerizacion.

Puede solubilizarse en agua como asi también en la mayoria de los solventes
organicos. En agua, debido a su caracter anfipatico, logra estructurar moléculas de agua
alrededor de su cadena etilénica y formar puentes de hidrégeno con al menos dos o tres
moléculas de agua. En los PEGs de altos PMs, la cadena polimérica se pliega sobre si
misma originando interacciones segmento-segmento donde quedan atrapadas moléculas

de agua adicionales que estdn unidas de manera laxa. Este comportamiento de las
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moléculas de PEGs en solucion acuosa es particularmente importante para la
comprension de su aplicacion bioseparativa. Su alta movilidad y la propiedad de excluir
a otros polimeros que se encuentran en la misma solucion acuosa se traduce en la
posibilidad de formar sistemas bifasicos, generando interés en distintas ramas cientificas
e industriales (Harris, 2013). Ademas no es toxico, presenta baja inmunogenicidad y no
dafia proteinas activas y células, a pesar de presentar capacidad de interaccionar con
membranas celulares. Los oxhidrilos terminales y los grupos éter, levemente acidos y
basicos respectivamente, brindan sitios adecuados para interaccionar con restos
aminoacidicos de las proteinas.
1.3.3.2 Acido citrico. Propiedades

El &cido citrico es un &cido organico encontrado principalmente en frutas como
el limén o la mandarina. Es no toxico y totalmente biodegradable. Posee capacidades
conservantes y antioxidantes. Es un polvo blanco de estructura cristalina, que puede
existir tanto en forma anhidra como monohidratada. Se trata de un &cido tricarboxilico,
triprotico, con valores de pKa 3,13; 4,76 y 6,40 cuya estructura se encuentra
representada en la figura 1.5 A. Mezclas apropiadas de las diferentes formas protonadas
(&cido y base conjugada) del &cido conforman soluciones tampones que permiten
trabajar en condiciones reguladas de pH.

Por pérdida secuencial de sus tres protones se origina el anion citrato trivalente
(Cit*), con alta densidad de carga negativa y con capacidad de estructurar moléculas de
agua a su alrededor. Esta propiedad o caréacter cosmotrépico del anién Cit* (Tanford,
1961) le permite, en soluciones acuosas con PCFs, separarse y originar sistemas
bifasicos.

Las sales mas comunes de acido citrico son las de K* o Na* (figura 1.5 B),

siendo las sodicas las de mayor caracter cosmotrépico por el menor tamafio del cation.

A B

HO 5H OH 0 0

Figura 1.5: Estructuras quimicas del (A) acido citrico y (B) su sal sddica.
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Dentro de las aplicaciones del NaCit puede mencionarse su uso en la
produccién de colirios y unguentos, como antioxidante, conservante de alimentos y
anticoagulante. También se lo utiliza para el preparado de buffers de pHs entre 3,00 y

6,00 de distintas concentraciones.

1.3.4  Equilibrio de reparto de una macromolécula en un sistema bifésico acuoso

Macromoléculas (Ms) tales como proteinas y acidos nucleicos se reparten entre
las fases de un SBA de acuerdo a la afinidad que presenten por cada una de ellas
(Zaslavsky, 1994). Esto se ve reflejado numéricamente en el coeficiente de reparto

(Kry) que se define como:

C
Kiy = MES)
Cwmcrn

(1.1)

donde Cyrsy Y Cmery SON las concentraciones de la macromolécula en la fase superior
(FS) y fase inferior (FI) del sistema, respectivamente, valores que pueden determinarse
por distintos métodos segun las caracteristicas de la molécula en cuestion.

Si bien se han realizado diferentes abordajes teoricos, al presente, no se conoce
con precisién el mecanismo por el cual cursa el reparto de una M entre dos fases, pero si
se tiene certeza que este depende de las diferentes y complejas interacciones entre la
molécula a separar y las moléculas que la rodean (moléculas de solvente, PCF, ligandos,
etc.) (Walter y Johansson, 1986). Intervienen ademas la formacién de puentes de
hidrégeno, interacciones electrostaticas, hidrofobicas, fuerzas de van der Waals, asi
como también los efectos estéricos. Asimismo influyen el tamafio, la conformacién y
las propiedades de superficie de la sustancia sometida al reparto (hidrofobicidad, carga

superficial, etc.).

1.3.5 Ecuacion de estado para el reparto de proteinas

La condicion de equilibrio termodindmico para una M que se reparte entre dos
fases cargadas eléctricamente (debido a la presencia de iones) es la igualdad del
potencial electroquimico de la M (HM(FS)' MM(FI)) en ambas fases (FS y FI) (Zaslavsky,

1992):

11
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Hmcps) = Hm(E (1.2)

El potencial electroquimico de la M en cada fase (F) se puede expresar como la
suma de la contribucion de dos términos: uno no electrostatico (MIM(F)) y otro

electrostatico (F Z ¥):
Mmep)= u'M(F)+T yA'Y (1.3)

siendo p‘,M(F) el potencial quimico de la molécula en la fase; F, la constante de Faraday;
Z, la carga eléctrica neta de la M, y W, el potencial eléctrico de la fase. A su vez u’M(F)

depende de:

W p= K1 M(F)+R T Inayg) (1.4)

donde “OM(F) es el potencial quimico estandar y ay), la actividad de la M en la fase.

Reemplazando convenientemente las ecuaciones 1.3 y 1.4 en la igualdad 1.2 resulta la

siguiente expresion:
InKr=InKr’- (FZAY)/RT (1.5)

siendo AY la diferencia de potencial eléctrico entre ambas fases y Kr’ el coeficiente de
reparto de la proteina en ausencia de factores electrostaticos.

Si bien la ecuacion 1.5 es util para explicar el efecto de distintos factores,
fundamentalmente electrostaticos, sobre el valor de Kr, sélo responde al enfoque propio
de la termodinamica clésica y no supone la aplicacién de ningin modelo a nivel
microscopico.

Otra ecuacion de estado para el reparto de Ms entre dos fases poliméricas es la
derivada por Ostrom (Guan y col., 1993) que tiene en cuenta la interaccion entre la
proteina, el solvente y el PCF, a traves del segundo coeficiente del virial:
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1
InKr = M {In(w1rs) /W1 ) -2 Bucrsy ACpcr1+2 Buerry ACpcrz}  (1.6)

donde PM es el peso molecular de la proteina, wy sy Y wygry Son las fracciones molares
de solvente en la fase superior e inferior, By gs) Y Bucrry son los coeficientes del virial

de la proteina en cada fase y ACpcp1 Y ACpcr, SON las diferencias de concentracion de los
polimeros de cadena flexible entre la FS y la FI. Esta expresion resulta muy til para
explicar como el aumento en el PM del polimero direcciona la sustancia que se reparte a
la fase contraria y como cambia Kr al variar el PM de la proteina que se reparte, pero no
contempla el efecto de otras variables como, por ejemplo, la hidrofobicidad superficial

de la proteina, su pl, etc.

1.3.6  Factores que gobiernan el reparto de una proteina

La amplia evidencia experimental con la que cuentan los SBAs permite hacer
generalizaciones acerca del efecto que ejercen algunas variables sobre el
comportamiento de reparto de una proteina:

- Composicion de las fases del SBA o longitud de la linea de union (LLU): muy
cerca del punto critico las composiciones de las fases en equilibrio son similares y los
valores observados de Kr son proximos a la unidad. Contrariamente, para
composiciones totales alejadas de dicho punto, la marcada diferencia entre las
concentraciones de los componentes en cada fase determina el desplazamiento del
equilibrio de reparto hacia la fase por la cual la M presenta la mayor afinidad relativa
(Zaslavsky y Huddleston, 1995).

- Peso molecular del polimero: la variacién en el PM de los polimeros que
constituyen cada una de las fases influye sobre el reparto del biomaterial por dos
mecanismos: i) alterando el diagrama de fases y ii) modificando la interaccion
proteina-polimero. Un aumento del PM del PCF induce el desplazamiento del equilibrio
de reparto hacia la fase donde dicho polimero se encuentra en menor concentracion
(Abbott y col., 1991). Este efecto es tanto mas pronunciado cuanto mayor es el tamafio
de la proteina que se reparte.

- Peso molecular de la proteina: generalmente las moléculas pequefias
(aminoéacidos, azucares de bajo PM, etc.) se distribuyen por igual entre las fases,

mientras que particulas o moléculas mas grandes, tales como proteinas, organelas,
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acidos nucleicos, lo hacen preferentemente hacia la FI de un dado SBA (Baskir y col.,
1989) o precipitan en la interface.

- Propiedades de superficie de la proteina: en la estructura tridimensional de
una proteina se puede observar que solo una parte de sus aminoacidos estan expuestos
al medio. Por lo general, dichos amino&cidos son hidrofilicos, mientras que los méas
hidrofébicos se encuentran en su interior. Las caracteristicas de los aminoacidos que se
encuentran en contacto con el solvente (superficiales) son las que condicionan las
interacciones de dicha proteina con los componentes de fase y, por ende, su
comportamiento de reparto. Teniendo en consideracion que la hidrofobicidad superficial
de la proteina es una medida que refleja la cantidad de aminoacidos hidrofébicos que se
encuentran expuestos, un incremento en su valor incide en el equilibrio de reparto de
una M desplazandola hacia la fase polimérica (Walter y Johansson, 1986).

- Composicion de residuos aminoacidicos especificos: la presencia de residuos
de triptéfano (Trp) en la superficie de la proteina aumenta su tendencia a repartirse
hacia la FS, rica en el polimero PEG (Huddleston y col., 1991). Se ha postulado que la
interaccion responsable de dicho comportamiento seria una transferencia de carga
especifica entre el PEG y los residuos de Trp, basada en el rol de dador de hidrogenos
que tendria el nitrégeno pirrélico del anillo indol.

- Carga de la proteina y pH del medio: la composicion de aminoacidos (tipo y
namero de grupos ionizables) y el pH del medio determinan la carga neta de la proteina
que se reparte. La siguiente expresion empirica, andloga a la deducida aplicando la

termodindmica clasica (ecuacion 1.5), muestra la relacion observada entre dicha carga
(Z) y Kr:

log Kr =log Kr°+y Z (1.7)

donde y es una constante que depende de la composicion del sistema y de la sal
empleada y Kr®, el valor del coeficiente de reparto en ausencia de carga. El pH también
puede afectar al reparto induciendo en la proteina algun cambio conformacional como
dimerizacion, agregacion e incluso desnaturalizacion con la consiguiente exposicion al
solvente de restos aminoacidicos mas hidrofobicos.

- Composicion iénica del medio: cuando los SBAs son adicionados con sales
en concentraciones del orden de 100-200 mM (fuerza idnica baja), se genera una

diferencia de potencial eléctrico en la zona interfacial debido a una distribucion desigual
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de los iones entre ambas fases, afectdndose el reparto de las proteinas cargadas
(ecuacion 1.7). La magnitud de este efecto depende principalmente de las caracteristicas
de la sal agregada y no de su concentracion. A fuerzas ionicas altas (> 1 M) el reparto
muestra una fuerte dependencia con la concentracién de la sal, generandose un
desplazamiento de la molécula que se reparte hacia la fase polimérica (Harris y col.,
1998).

- Temperatura: el efecto de esta variable sobre el reparto de proteinas puede ser
explicado por dos causas: i) cambio en la composicion del sistema: la temperatura
afecta el diagrama binodial y con ello, cambian las composiciones de equilibrio. En las
proximidades del punto critico, pequefios cambios de temperatura pueden generar
grandes perturbaciones en la composicion del sistema e incluso pueden dar lugar a su
homogeneizacion (sistema monofasico) (Kaul, 2000); ii) modificacion de la interaccion
polimero-proteina o proteina-solvente: estos cambios pueden ser consecuencia de
variaciones en la solvatacion, en la estructura o desnaturalizacion de la proteina.

- Presencia de ligandos de afinidad: frecuentemente se observa que cuando se
incorpora al SBA una molécula con afinidad por la proteina blanco, el Kr de dicha
proteina se ve modificado, ya que la misma se redirecciona hacia la fase donde la
molécula adicionada se reparti0 mayoritariamente. Esta practica se ha utilizado en
muchos casos para aumentar la selectividad del proceso extractivo (Johansson y
Andersson, 1984; Teotia y Gupta, 2001) dando lugar a una nueva metodologia de
afinidad, cuyas caracteristicas e implicancias merecen un abordaje particular y mas

profundo, tal como se vera a continuacion.

1.4 Estrategias basadas en afinidad

Las macromoléculas en general, y las proteinas en particular, debido a su
tamafo y complejidad estructural, pueden interaccionar en forma especifica y reversible
con otras moléculas, generalmente mas pequefias, llamadas ligandos, mediante fuerzas
electrostéaticas e hidrofobicas (Tanford, 1961). La selectividad de esta union, basada en
un reconocimiento a nivel molecular entre el ligando y el sitio (en la proteina), ha
permitido desarrollar diversos métodos de “afinidad” destinados a la purificacion de
biomoléculas, dentro de los cuales la cromatografia de afinidad es uno de los maés
conocidos, pero no el tunico (Mondal y Gupta, 2006).

Los ligandos de afinidad pueden ser clasificados en base a diferentes criterios,

siendo uno de ellos su tamafio. Aquellos de bajo PM como son los colorantes,
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cofactores, iones metalicos y analogos de sustratos, entre otros, han sido empleados en
forma frecuente, libres o inmovilizados en diferentes matrices. En general, presentan
constantes de afinidad (kaf) superiores a 10° M™ (Street, 1994).

Dentro del grupo de ligandos de mayor tamafio, denominados también
macroligandos, se pueden distinguir:

- proteicos, tales como anticuerpos, antiproteasas, lectinas, etc., son de
naturaleza més labil y se caracterizan por ser muy especificos con ks de hasta 10*° M™,

- polisacaridos, como polimeros de metacrilato (Eudragit), alginatos, chitosan,
almidones modificados, carboximetilcelulosa, etc., son de aplicacion mas reciente y
presentan ks en el rango 10%-10° M™. Se trata de moléculas que responden a un
concepto de “macroligando de afinidad” mas amplio, por el cual no es requisito que el
ligando presente una relacion bioldgica (in vivo) con la proteina de interés. En cambio,
si es necesario, que el mismo presente selectividad por la proteina blanco bajo ciertas
condiciones y que esa union tenga una fuerza adecuada. Esto se refiere a que la afinidad
no debe ser demasiado alta, para favorecer la disociacion del complejo proteina-ligando
durante la etapa de elucién. Este tipo de ligando se ha empleado exitosamente en dos
metodologias desarrolladas en los dltimos afios: el reparto de afinidad y la
precipitacion de afinidad.

1.4.1 Reparto de afinidad

La afinidad especifica de ciertas macromoléculas bioldgicas por ligandos
naturales o artificiales y el reparto de éstas en SBAs son combinados en un método de
extraccion selectiva llamado reparto de afinidad (Johansson y col., 1983; Johansson y
Andersson, 1984; Ruiz-Ruiz y col., 2012). Esta metodologia retne la simplicidad y
sensibilidad del reparto liquido-liquido con la especificidad de los métodos de afinidad
y permite incrementar la selectividad del proceso. El agregado del ligando especifico
puede realizarse inmovilizandolo (uniéndolo covalentemente) a uno de los componentes
poliméricos. De esta forma, dicho ligando queda restringido a una de las fases del
sistema, que es aquella donde predomina el polimero que ha sido conjugado con el
ligando (Tejedor y col., 1992). En estas condiciones la extraccion resulta selectiva ya
que la molecula blanco se dirige casi unilateralmente hacia la fase que contiene al
conjugado polimero-ligando mientras que el resto de los componentes lo hacen hacia la
fase contraria. En estos SBAs solo se sustituye una fraccion del polimero libre por su

conjugado (polimero-ligando), ya que el reemplazo de la totalidad resultaria en una
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elevada concentracion de ligando y consecuentemente, en la aparicion de impedimentos
estéricos para la interaccion macromolécula-ligando durante el proceso de reparto. Unir
covalentemente el ligando al polimero puede involucrar un esfuerzo considerable asi
como también una purificacion tediosa del producto polimero-ligando respecto de otras
impurezas y del ligando libre. Si bien existen metodologias de produccion de conjugado
PCF-ligando a gran escala, los procesos de obtencion suelen ser complicados y requerir
varios pasos cromatograficos y extracciones con solventes organicos (Xu y col., 2002).

Una forma alternativa méas sencilla de preparar SBAs de afinidad consiste en
directamente adicionar el ligando especifico sobre el SBA tradicional (no hay unién
covalente polimero-ligando). Este se repartira preferentemente hacia una de las fases,
frecuentemente la fase polimérica, condicionando asi el reparto de la molécula de
interés.

Una amplia variedad de moléculas han sido empleadas como ligandos en esta
metodologia. Entre ellas se destacan moléculas altamente conjugadas, como los
colorantes, debido a su estructura muy semejante a los sustratos y cofactores de
enzimas. Algunas de las ventajas que poseen estos ligandos son sus bajos costos y su
gran disponibilidad comercial (Zaslavsky y Huddleston, 1995; Denizli y Piskin, 2001;
Rocha y col., 2012). En los ultimos afios, se han agregado ciertos polimeros de
naturaleza polisacarida como alginato, chitosan, carboximetilcelulosa, etc., como
verdaderos “macroligandos” con propiedades ventajosas que se discutirdn mas adelante
(Teotia y Gupta, 2004; Teotia y col., 2004) .

Se han desarrollado diferentes modelos para describir el reparto de afinidad. El
méas empleado, independientemente del tipo de ligando, ha sido propuesto por Flanagan
y Barondes (1975) y esta basado en la termodinamica de los sistemas en equilibrio. El
modelo permite arribar a la siguiente expresion, valida en condiciones saturantes de

ligando:

14+ Cyrs) Katcrs) )n (1.8)

Krysp= Kr
ML M <1+ Crcery Kagcery /Kry,

donde Kry,;, Y Kry son los coeficientes de reparto de la macromolécula (proteina) en
presencia y en ausencia de ligando, respectivamente, Kr;, es el coeficiente de reparto del

ligando libre presente en el SBA o unido covalentemente al PCF, Ky¢s) Y Kagcery SON las

17



Capitulo 1 - Introduccién General

constantes de afinidad proteina-ligando en FS y FI, respectivamente, Cy sy Y Cpry SON

las concentraciones de ligando en FS y FI, respectivamente, y n es el nimero de
moléculas de ligando unidas por cada molécula de proteina. Esta expresion demuestra
que el coeficiente de reparto de una molécula de interés se incrementa con la

concentracion del ligando agregado.

1.4.2  Precipitacion de afinidad

La precipitacion de afinidad permite la recuperacion de una macromolécula a
partir de una mezcla compleja mediante el empleo de ciertos ligandos poliméricos
capaces tanto de interaccionar en forma especifica con la molécula blanco como de
precipitar reversiblemente ante estimulos externos tales como cambios de pH,
temperatura, fuerza idnica, presencia de ciertos cosolutos, etc. Esta bifuncionalidad del
ligando es la base de la estrategia de purificacion (Hilbrig y Freitag, 2003), ya que, en
una primera etapa, el ligando en su forma soluble se une especificamente a la proteina
de interés en condiciones optimas de pH, fuerza ionica, etc. dando complejos proteina-
ligando los que luego se insolubilizan y separan por decantacion ante modificaciones
apropiadas de alguna de las variables del medio. Finalmente, y mediante el estimulo
adecuado (cambio de alguna condicion del medio), se induce la disociacion del
complejo, la precipitacion del ligando libre (para su reciclado) y la recuperacion la
proteina. Los ligandos utilizados en estas técnicas son conocidos como ligandos
inteligentes o sensibles a multi-estimulos (Kumar y col., 2007). Particularmente, ciertos
polimeros como el chitosan, alginato, etc. han mostrado ser ligandos especificos de alfa-
amilasas y aglutininas y participar de equilibrios de precipitacién dependientes del pH,
la fuerza idnica o la concentracion de iones Ca®* (Senstad y Mattiasson, 1989; Teotia y
col., 2001). El grado de disociacién de diferentes grupos presentes en estos polimeros,
también dependiente del pH, determina diferentes estados de carga eléctrica y permite
considerarlos como policationes o polianiones segun el caso.

La precipitacion de afinidad presenta como ventajas: facil escalado, adaptacion
a procesos continuos, requerimiento de equipos relativamente simples y empleo de muy
bajas concentraciones de ligando. Sus principales desventajas son la coprecipitacion de
diversos tipos de impurezas dificiles de remover por lavado, alcanzandose en muchos

casos factores de purificacion moderados.
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1.4.3 Reparto de afinidad utilizando macroligandos poliméricos

La integracion de la precipitacion de afinidad con la extraccion con sistemas
bifasicos acuosos, ha dado origen al reparto de afinidad con macroligandos
poliméricos, novedosa metodologia que retiene las ventajas de ambas técnicas y permite
superar sus inconvenientes (Teotia y col., 2006). La misma, representada
esquematicamente en la figura 1.6, consiste en la incorporacion de un macroligando de
afinidad de la proteina de interés, sobre un SBA del tipo PEG/sal. La distribucion
asimétrica de dicho ligando hacia la fase rica en PEG induce, luego de la siembra del
material crudo, un direccionamiento de la proteina blanco hacia la fase donde el ligando

se halla en mayor proporcion.

—
__
Proteina
\ unida
: — al ligando
Adicion del ligando
de afinidad
Dos fases Reparto de afinidad
Separacion
de fases
Proteina
purificada
o © Estimulo
o O Fase con
_ _ ) dmm— PCF1
Ligando libre
” Precipitacion de afinidad
77

Figura 1.6: Esquema del reparto de afinidad utilizando macroligandos poliméricos
para la recuperacion de enzimas.
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La separacion posterior de fases, seguida de precipitacion del complejo
proteina-ligando, disociacion y precipitacion del ligando libre (estimulo adecuado
mediante), resulta en la purificacion de la proteina deseada y la recuperacion tanto del
ligando como de la fase rica en PEG. Con esta metodologia se logra:

- remocién de células y restos particulados durante la etapa extractiva,

- mayor selectividad debido a la introduccion de un macroligando de afinidad,

- el reciclado tanto de las fases como del polimero de afinidad.

Esta técnica ha sido exitosamente empleada con diversas proteinas (Teotia y
col., 2001; Teotia y Gupta, 2004).

15 Alginato como potencial macroligando

1.5.1 Caracteristicas generales

El alginato (ALG) es un polisacarido lineal, natural, soluble en agua, que se
encuentra formando parte de la pared celular de las algas marinas pardas (Laminaria
hyperborea, Ascophyllum nodosum), constituyendo hasta el 40% de su peso seco. Su
principal funcion es dar rigidez, elasticidad, flexibilidad y capacidad de enlazar agua
(Escalona y col., 2005). En su estado natural se encuentra formando un complejo
insoluble con sales de calcio y magnesio. En cuanto a su estructura, el ALG esta
constituido por subunidades alternadas de acidos uroénicos, 3-(1,4)-D-manuroénico (M) y

acido a-(1,4)-L-gulurdnico (G), cuyas estructuras se muestran en la figura 1.7.

COOH
H @] OH
H
H H
HO Q O, H
H H
Acido p-D-manurénico Acido o-L-Gulurénico

Figura 1.7: Subunidades constitutivas del polimero ALG.

La cadena polimérica que constituye el ALG se compone de tres tipos de
regiones o bloques que pueden verse representados en la figura 1.8: i) los blogues GG,
que contienen solo unidades derivadas del acido a-L-gulurdnico; ii) los bloques MM,

que se constituyen enteramente de acido B-D-manuronico; v iii) las regiones MG, que
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consisten en unidades alternadas de ambos acidos (McHugh, 1987). Las constantes de
disociacion de los monémeros G y M son 3,38 y 3,65, respectivamente, (Draget y col.,
2005) por lo que el ALG esta negativamente cargado en un amplio rango de pH. Las
diferentes configuraciones espaciales adoptadas por los bloques MM y GG se deben a
los diferentes enlaces glucosidicos entre los carbonos C-1 y C-4 de las unidades
monoméricas. Las regiones de bloques MM corresponden a cadenas lineales, mientras

que los bloques GG presentan una estructura en forma de zig-zag.
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Figura 1.8: Diferentes conformaciones espaciales del ALG. (A) Polimero en forma de
zig-zag de bloques GG; (B) polimero lineal de bloques MM y (C) secuencia alternada
de bloques My G.

Cuando dos cadenas de blogues GG se alinean lado a lado, se generan “huecos”
capaces de acomodar en su interior iones calcio, dando lugar a estructuras oligoméricas
como la que se muestra en la figura 1.9. Este modelo, propuesto por Grant (1973) y
conocido como modelo de la “caja de huevos”, resulta util para explicar las propiedades
gelificantes del ALG al reaccionar con sales célcicas u otros tipos de cationes

divalentes.
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Las caracteristicas de los geles formados varian segun los porcentajes de
regiones de blogues GG y MM presentes, los cuales dependen de la especie de alga
desde donde se extrajo el polimero. La estabilidad y resistencia de un gel en particular
se relaciona con lo bien que el catién puede “ajustarse” en los huecos que se forman
entre los blogques de gulurdnico. Asi, el estroncio, mas voluminoso, forma estructuras
aun mas resistentes que el calcio y por el contrario el magnesio, mas pequefio, no queda

firmemente unido vy, las soluciones de alginato de magnesio no forman geles.
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Figura 1.9: Estructura del ALG (GG) en presencia de Ca®*. (A) Modelo de la “caja de
huevos ”, interaccién entre los grupos COO"y el Ca?* (@); (B) disposicion de las
cadenas de ALG en estructuras oligoméricas: gelificacion.
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El ALG es un polimero biocompatible, no téxico, no inmunogénico y
biodegradable, propiedades que lo sitian en un lugar privilegiado tanto a nivel industrial
como comercial. Adicionalmente, la aplicacion del ALG esta intimamente ligada a sus
propiedades hidrocoloides y a su reactividad frente a cationes di o trivalentes (el Ca**
mas precisamente), propiedades que dependen de su geometria molecular y le permiten
actuar como espesantes, gelificantes y formadores de peliculas (Funami y col., 2009).

A continuacion se describiran algunas de las propiedades fisicoquimicas de este
biopolimero vinculadas a su comportamiento en solucion y que determinan sus

potenciales aplicaciones.
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1.5.2  Propiedades fisicoquimicas
1.5.2.1 Viscosidad

Esta propiedad de las soluciones de ALG depende, principalmente, de la
longitud de las cadenas, cuanto mayor sea, mas alta sera la viscosidad. Al disolverse en
agua, las moléculas se hidratan y, por ende, aumenta la viscosidad de la solucion.

El grado de polimerizacion (GP) de un ALG es una medida de su PM promedio
y esta determinado por el numero de unidades de acidos urdénicos presentes en la cadena
polimérica. Siendo esto asi, la viscosidad de las soluciones se relaciona directamente
con el GP y el PM; mientras que la pérdida de viscosidad, que se produce cominmente
durante el almacenamiento, es una medida del grado de avance del proceso de
despolimerizacion (McHugh, 1987).

La viscosidad de las soluciones de ALG es funcion de numerosos factores,
entre los que pueden mencionarse:

- Peso molecular: cuanto mayor es el PM del ALG, mas viscosas resultan sus
soluciones. Se dispone de ALGs comerciales de distintos PMs y GP, los cuales
dependen de las condiciones de extraccion y/o manufactura. Los mas comunes son
aquellos con GPs comprendidos entre 100 y 1000 unidades, cuyas soluciones al 1% vy a
temperatura ambiente (= 25 °C) presentan viscosidades en el rango de 10-1000 mPa.s.
Estos se clasifican en ALGs de viscosidad alta (= 600 mPa s), media (350 mPa s) y baja
(200 mPa s).

- Concentracion: la viscosidad de las soluciones de ALG crece con su
concentracion en forma similar a lo que ocurre con otras soluciones poliméricas,
elevandose en forma muy notoria a partir de concentraciones superiores al 2%.

- Temperatura: al igual que en la mayoria de los fluidos, las soluciones de
ALG disminuyen su viscosidad al aumentar la temperatura. Este proceso es reversible
para cierto rango de temperaturas, ya que la solucion vuelve a su valor de viscosidad
inicial por enfriamiento. Sin embargo, si las soluciones del polimero se mantienen a
temperaturas elevadas (> 50 °C) durante periodos extensos, la viscosidad decrece
irreversiblemente debido a un proceso de despolimerizacion.

- pH: la viscosidad de las soluciones es casi independiente del pH en el rango
5,00-10,00, presentando un valor ligeramente mayor cerca de la neutralidad (pH 6,00-
8,00) debido a efectos repulsivos de los grupos carboxilos cargados negativamente
(COQ)), los que mantienen extendidas las cadenas del polimero e incrementan su

capacidad de union de moléculas de agua. En solucién acida el ALG formara un gel ya
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que a bajos pHs los COOde los acidos urdnicos aceptan protones, lo que hace que se
favorezca la formacion de enlaces entre bloques GG. Por debajo de pH 4,50 la
viscosidad tiende a incrementarse por la disminucion de la solubilidad del acido
alginico libre, el cual precipita en forma de gel en el intervalo de pH 3,00-4,00 (Pasin y
col., 2012).

- Fuerza idnica: la viscosidad de las soluciones de ALG decrece por la adicion
de sales de cationes monovalentes. Al aumentar la fuerza ionica, disminuye la repulsion
por cargas Yy el polimero tiende a adoptar conformaciones mas plegadas, siendo este
efecto comun a todos los polielectrolitos. Un comportamiento contrapuesto se presenta
al adicionar iones de metales polivalentes, dentro de los cuales el calcio, es
particularmente importante.
1.5.2.2 Estabilidad térmica

En general, los ALGs con alto GP son menos estables que los que tienen bajo
GP. Soluciones de alginato de sodio (NaALG) de viscosidad media/baja a pHs neutros
son poco susceptibles a la accion microbiana y pueden ser mantenidas a 25 °C por
varios afos, sin pérdida apreciable de viscosidad. Las soluciones de NaALG de alta
viscosidad son las menos estables de todas y presentan una alta tendencia a sufrir
despolimerizacién a medida que se incrementa la temperatura. El &cido alginico, con un
GP de aproximadamente 40 unidades de acido urdnico por cadena, evidenciara muy
pocos cambios a 20 °C durante el primer afio. Normalmente, para optimizar la
estabilidad de las soluciones de NaALG se requieren pHs entre 5,00 y 9,00, asi como
también pequefias cantidades de calcio logran aumentar en gran medida la estabilidad.
Una condicion que se debe tener en cuenta para los ALGs comerciales es que siempre
deben ser almacenados en un lugar fresco, a 25°C o inferior, ya que las temperaturas
elevadas pueden causar despolimerizacion significativa que afecta a las propiedades
comercialmente (tiles, tales como la viscosidad y resistencia del gel (McHugh, 1987).
1.5.2.3 Solubilidad

El ALG, en forma de sal sddica, potasica 0 magnésica, es soluble en soluciones
acuosas a pH superiores a 3,5. También es soluble en algunos solventes organicos como
el alcohol; pero es insoluble en leche, ya que contiene calcio.

La solubilidad del ALG se ve afectada tanto por factores fisicos como quimicos,
los que se explican a continuacion:

- Factores fisicos: la solubilizacion de los compuestos de ALG se ve afectada

tanto por el tamafio como por la forma de las particulas que conforman el reactivo
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solido. Los materiales formados por particulas grandes resultan mas faciles de dispersar
y suspender, aunque presenten baja velocidad de hidratacién. Aquellos materiales
formados por particulas finas se disolverdn mas rapidamente, pero tendran mayor
tendencia a la aglomeracion.

- Factores quimicos: la solubilizacion de estos productos en agua resulta
dificultosa si se realiza en presencia de compuestos que compiten con las moléculas de
ALG por el agua necesaria para su hidratacion. Asi, la presencia de azUcares, almidon o
proteinas retardara el tiempo necesario para la solubilizacion. Las sales de cationes
monovalentes (como el NaCl) tienen un efecto similar (restriccion del agua) a
concentraciones cercanas al 0,5%. En estos casos es aconsejable incorporar estos
cosolutos luego de que el ALG fue hidratado y disuelto. La presencia de pequefias
cantidades de cationes polivalentes también previene la hidratacion de los ALGs y, en

proporciones elevadas, pueden causar su precipitacion.

1.6 Enzimas proteoliticas y su uso en procesos industriales

El Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y
Biologia Molecular (NCIUBMB) recomienda el uso del término “peptidasa” para
referirse a todas aquellas enzimas que catalizan la degradacién de proteinas (proteolisis)
mediante la adicion de una molécula de agua en los enlaces peptidicos. La peptidasas,
también conocidas como proteasas o0 enzimas proteoliticas, pueden ser clasificadas
segun distintos criterios:

- Tipo de reaccion que catalizan: segun la NCIUBMB estas enzimas se
encuentran dentro del grupo 3 (hidrolasas) y del subgrupo 4 (hidrolasas de enlaces
peptidicos). A su vez, la subclase 3.4 pueden clasificarse segun la ubicacion de los
enlaces que hidrolizan en: i) exopeptidasas: aquellas enzimas que remueven uno 0 mas
aminoacidos desde los extremos carboxilo o amino; y ii) endopeptidasas: aquellas que
rompen uniones peptidicas en distintos puntos del interior de la proteina, siendo estas
las mas importantes desde el punto de vista industrial (Barrett, 1994).

- Naturaleza del sitio activo: Hartley (1960) propuso clasificar a las proteasas
(endopeptidasas) de acuerdo a caracteristicas de sus mecanismos cataliticos en seis
clases principales: i) serinicas (EC 3.4.21); ii) cisteinicas (también conocidas como
tiolproteasas, EC 3.4.22); iii) asparticas, inicialmente conocidas como proteasas acidas;
iv) glutdmicas (EC 3.4.23); v) metalopeptidasas (EC 3.4.24); vi) treoninicas (EC

3.4.25); considerandose un séptimo grupo de endopeptidasas de mecanismo catalitico
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desconocido (EC 3.4.99). A su vez, estos subgrupos pueden agruparse en dos grandes
categorias: las que forman complejos covalentes entre la enzima y el sustrato (serinicas,
cisteinicas y treoninicas) y las que no forman complejos covalentes enzima-sustrato
(asparticas, glutamicas y metalopeptidasas).

-Estructura basada en relaciones evolutivas: Rawlings y Barret (1993) han
clasificado a las proteasas en familias y clanes de acuerdo a su secuencia aminoacidica y
relacion. Las proteasas que comparten suficiente homologia de secuencia fueron
clasificadas dentro de la misma familia, y las familias que se cree tienen un ancestro
comun se colocaron dentro del mismo clan. Los nombres de los clanes y familias en la
base de datos MEROPS estan basados en letras S, C, T, A, G, M y U, que se refieren a
los tipos cataliticos. Sin embargo, algunos de los clanes son de tipo mixto y contienen
familias con dos o mas tipos cataliticos, siendo designados con la letra "P". Esta
clasificacion resulté en la creacién de la base de datos MEROPS peptidasa, que se
revisa y actualiza constantemente: https://merops.sanger.ac.uk/ (Rawlings y col., 2010).

Las proteasas son consideradas el grupo de enzimas de mayor implicancia
industrial y comercial, representando aproximadamente el 60% del total de enzimas
empleadas en la industria (Sumantha y col., 2006). Cabe resaltar que en lo referido a la
produccion de alimentos, las 2/3 partes de las enzimas utilizadas son proteasas.
También se las utiliza en la fabricacion de bebidas, en panificacién, como ablandadores
de carne y en la clarificacion de cerveza. Asimismo se emplean en humerosos procesos
productivos, principalmente en la industria de los detergentes y del cuero, asi como
también presentan importantes aplicaciones farmacéuticas y terapéuticas (Feijoo-Siota y
Villa, 2011).

La amplia distribucién de proteasas en plantas, animales y microorganismos
demuestra que son enzimas fundamentales en los organismos vivos, cumpliendo
importantes papeles fisioldgicos en muy diversos procesos bioldgicos (Rao y col.,
1998). En cuanto a las aplicaciones mencionadas precedentemente, si bien las enzimas
proteoliticas mas utilizadas en la industria son las microbianas, las proteasas vegetales o
“fitoproteasas” siguen siendo preferidas en muchos procesos debido a ciertas
caracteristicas particulares de especificidad, actividad y estabilidad (de Roos y col.,
2004). Las fitoproteasas han sido objeto de renovada atencion en las ultimas décadas,
principalmente por parte de la industria farmacéutica y biotecnoldgica, no sélo a causa

de la alta actividad proteolitica que presentan sobre una amplia variedad de proteinas,
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sino también debido a que son activas en un amplio rango de temperatura y pH (Dubey

y col., 2007). Todos estos factores han estimulado la investigacion y el aumento del

numero de trabajos en fitoproteasas, principalmente en cistein proteasas tales como

papaina, bromelina y ficina. En la tabla 1.2 se listan las fitoproteasas disponibles

comercialmente.

Tabla 1.2: Fitoproteasas disponibles comercialmente.

Enzima .
Fuente Proveedores Presentacion
(Ndmero CAS)
Sigma, Beta Pharma, MP N
; ; . Cristalizada, agarosa,
Papaina , Biomedicals, Sisco Research |\ jicilizada, polvo
9001734 Latex de papaya Laboratories, Pierce bruto. Suspension
( -73-4) Biotechnology, Enzyme acuosé tarr? onada
Development P
Quimopapaina . Sigma, 3B Scientific Polvo soluble, polvo
(9001-09-6) Latex de papaya Corporation liofilizado
Sigma, Pfaltz y Bauer, MP
Bromelina . Biomedicals, Beta Pharma, —
(9001-00-7) Tallo de anana Enzyme Development Polvo liofilizado
Corporation
. Sigma, Pfaltz y Bauer, . .
Ficina Higo Enzyme Development Sung onfi'gglfgg;g'
(9001-33-6) Corporation P
Actinidina Kiwi Biochem Europe Polvo

(39279-27-1)

Cucumisina
(82062-89-3)

Sarcocarpio del
meldn

Sigma

Polvo liofilizado

1.7 Fitoproteasas seleccionadas: bromelina y papaina

1.7.1  Caracteristicas generales

Se conoce con el nombre genérico de bromelina a la principal endopeptidasa

aislada y purificada a partir de diversas partes de la planta de anand (Ananas comosus,

figura 1.10), distinguiéndose a la bromelina de tallo (BR, EC 3.4.22.32) como la

proteasa predominante (casi el 90%) en los extractos de tallos, y diferenciandose de la

denominada bromelina de fruto. La BR se halla presente en el tallo del anana junto a

otras dos peptidasas menores, ananaina y comosaina (Harrach y col., 1998).
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Figura 1.10: Fotografias de la planta de ananay su fruto.

La secuencia aminoacidica completa de esta enzima (212 aminoacidos) ha sido
deducida por Ritonja y colaboradores (1989) y corresponde a una Unica cadena
polipeptidica glicosilada con un PM informado que varia entre 26000 y 37000 Da
(Wharton, 1974; Suh y col., 1992) y un punto isoeléctrico (pl) de 9,55 (Murachi y
Takahashi, 1970). Contiene siete residuos de cisteina (Napper y col., 1994; Harrach y
col., 1998) y tres puentes disulfuro.

La BR presenta un rango de estabilidad de pH de entre 3,00 y 6,00 y de
temperatura de hasta 60 °C. Puede conservarse perfectamente en forma de polvo en un
recipiente bien cerrado a 8 °C durante 2 afios sin pérdida notable de actividad.

Esta enzima se encuentra dentro de las denominadas proteasas sulfhidrilicas o
cistein endopeptidasas cuya actividad depende del grupo tiol del residuo de cisteina
localizado en el sitio activo de la enzima. Por ello, para expresar su maxima actividad la
BR requiere la presencia de agentes reductores, tales como cisteina. El rango de pH de
actividad optimo esta entre 4,00 y 7,00 y depende tanto de la naturaleza del sustrato
empleado, tipo y concentracion del buffer y de la presencia o no de agentes reductores
(Rowan y Bulttle, 1994).

Ademas de su elevada actividad sobre distintos sustratos proteicos, la BR actla
eficientemente sobre sustratos sintéticos que contengan uniones arginina-arginina (Arg-
Arg) (Napper y col., 1994), mientras que la bromelina de fruto y la ananaina presentan
minima actividad frente a sustratos de este tipo (Hale y col., 2005).
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Por otra parte, la bromelina del fruto (EC 3.4.22.33) constituye el 30-40% de las
proteinas totales del fruto. Es una cadena polipeptidica simple, de aproximadamente
25000 Da (Rowan y col., 1990), cuyo pl es 4,60 (Ota y col., 1964). Un sustrato sintético
apropiado para bromelina de fruto es Bz-Phe-Val-Arg-NHMec (Bz = benzoil, Mec =
metilcumarina), que es pobremente hidrolizado por bromelina de tallo (Rowan vy col.,
1990). La bromelina de fruto tiene mayor actividad proteolitica que bromelina de tallo
y, al igual que ésta, tienen un amplio pH Optimo frente a sustratos proteicos y sintéticos
(Rowan y Buttle, 1994). Sin embargo, a diferencia de la de tallo, la bromelina de fruto
no se halla disponible comercialmente debido a las grandes cantidades de desperdicios
de fruto (anand), valioso per se, generados para obtenerla (Caygill, 1979).

Carica papaya es el nombre cientifico de una planta perteneciente a la familia
de las Caricaceas, cuyo fruto, la papaya 0 mamon (figura 1.11), produce un latex muy
rico en cuatro cistein endopeptidasas: la papaina (PAP, 3.4.22.2), la quimopapaina, la
glicil-endopeptidasa y la caricaina. Dichas proteinas se sintetizan como precursores
inactivos que se convierten en activos a los dos minutos de que la planta es herida y el
latex secretado. Si bien la PAP es un componente minoritario del latex (=5-8%), es la
proteasa mas estudiada ya que presenta variadas aplicaciones industriales (Azarkan y
col., 2003). Aparentemente, el rol bioldgico de esta enzima en la planta esta relacionado
con la reparacién y cicatrizacion frente al dafio producido en el fruto por plagas,
insectos y hongos (Barrett y col., 2012).

La PAP cristalina muestra un alto grado de estabilidad, mientras que en
solucion pierde del 1 al 2 % de su actividad por dia, debido probablemente a fenémenos
de autolisis y/u oxidacion. Su pH Optimo de actividad estd entre 3,00 y 9,00,
dependiendo del tipo de sustrato utilizado (Edwin y Jagannadham, 2000; Ghosh, 2005).
Resiste altas temperaturas (3 horas a 100 °C) y muestra una gran estabilidad en el rango
de pH de 4,00 a 9,00 (Cohen y col., 1986). Tiene un pl de 8,75 y un PM de 23400 Da
(Mitchel y col., 1970) resultado de la presencia de 212 aminoacidos que conforman una
sola cadena polipeptidica estabilizada por tres puentes disulfuro (Edwin y Jagannadham,
2000).

En cuanto al mecanismo catalitico de accién, al igual que BR, la PAP es una
tiolprotesa, requiriendo la presencia de un grupo sulfhidrilo libre para evidenciar su
actividad enzimatica. En la PAP, dicho grupo es aportado por un residuo de cisteina y,

frecuentemente, se encuentra blogueado formando una unién disulfuro. Para lograr su

29


http://www.monografias.com/trabajos/antrofamilia/antrofamilia.shtml

Capitulo 1 - Introduccién General

activacion debe adicionarse algin agente reductor tal como cisteina, sulfuro, sulfito o
cianuro (Cooper y col., 2005).

Figura 1.11: Fotografias de la planta de papaya y su fruto.

1.7.2 Principales aplicaciones

La BR es una proteasa de gran importancia, principalmente en la industria
alimenticia. La Food and Drug Administration (FDA) ha categorizado a la BR como
aditivo alimentario y la ha enmarcado dentro de las sustancias consideradas como
seguras, encontrandose disponible comercialmente al publico en general en tiendas
naturistas y farmacias de los EE.UU. y Europa (Ley y col., 2011).

Se la utiliza como ablandador de carnes, para la produccion de hidrolizados
proteicos, en la clarificacion de cerveza y como suplemento dietario (Tochi y col.,
2008). También se la emplea como ingrediente activo en la industria cosmética (Aehle,
2007), en la industria textil para mejorar las propiedades de tefiido de las fibras
proteicas (Koh y col., 2006) y para el tratamiento del ablandamiento y suavizado de
cueros y pieles (Walsh, 2002). Vale aclarar que los residuos de tallos de anana, como
producto derivado del procesamiento de BR, pueden ser usados como aditivo en
alimentos animales y como medio para el cultivo de plantas tales como orquideas y
plantas de té. El citrato de calcio, producto derivado de la refinacién del acido citrico,
también es un producto derivado en el procesamiento de BR. Por lo tanto, la produccién
industrial de esta enzima tiene un elevado valor aditivo

En el campo de la medicina se la utiliza como terapia enzimatica en pacientes
oncolégicos debido a que presenta efectiva actividad anti-tumoral favoreciendo la

produccién de citoquinas que acttan sobre los tumores regulando su crecimiento y, por
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lo tanto, controlando la metastasis (Gerard, 1972; Kalra y col., 2008; Chobotova y col.,
2010). También se la utiliza para remover tejido muerto o dafiado luego de algun tipo de
guemadura, mejorar la absorcion de farmacos, en particular de antibioticos (Maurer,
2001), disminuir la hinchazén (inflamacidn), especialmente después de una cirugia o
lesion (Pizzorno y Murray, 1999), prevenir la acumulacion de agua en el pulmoén y
retardar la coagulacién. La BR se ha utilizado con éxito como enzima digestiva para
muchos trastornos intestinales ya que puede ser absorbida por el intestino sin
degradacion y sin perder su actividad biologica (Castell y col., 1997; Chobotova y col.,
2010).

Por su parte, la PAP también es usada como ablandador de carnes y en la
clarificacion de cervezas y otras bebidas (aproximadamente el 95% de las enzimas
utilizadas en el ablandamiento de carnes son proteasas vegetales, papaina y bromelina)
(Khanna y Panda, 2007). Es también un buen agente digestivo, empledndose en el
tratamiento de la dispepsia y otros trastornos intestinales (Huet y col., 2006). Es de gran
utilidad para suavizar lanas, asi como en el curtido de las pieles. En la industria dietética
se utiliza en la produccion de alimentos especiales para bebés, ya que mejoran la
capacidad de asimilacion de los alimentos al degradar los compuestos de alto peso
molecular a cadenas mas cortas. Esta proteina tiene también importantes aplicaciones en
medicina: se la utiliza en el tratamiento de la difteria, Ulceras sifiliticas, eczemas,
psoriasis y herpes. Ademas, es requerida en areas como la farmacéutica y la cosmética
donde se utiliza en la fabricacion de cremas desmanchadoras de la piel. En forma de gel
se la utiliza en odontologia para la eliminacion de caries y en procedimientos de
excavacion de la dentina (Beeley y col., 2000; Lopes y col., 2007; Piva y col., 2008). Se
han reportado usos referidos al tratamiento de lesiones deportivas y alergias (Deitrick,
1965).

1.7.3  Condiciones para la produccién en Argentina

El crecimiento del negocio relacionado con las fitoproteasas ha sido de tal
magnitud que, en los ultimos afos, el mercado mundial se calcula en unos 150 millones
de ddlares anuales, de los cuales mas del 50% pertenece a industrias de la carne, curtido
del cuero, lactea, cervecera y de panificacion, todas muy desarrolladas en nuestro pais y,
particularmente, en nuestra region. Estas industrias deben importar casi la totalidad de

las enzimas utilizadas, a altos costos, siendo sus proveedores empresas estadounidenses
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0 europeas que compran la materia prima desde los paises productores, purifican las
enzimas y las redistribuyen.

En nuestro pais, a pesar de la gran variedad de zonas fitogeograficas existentes,
al presente son escasos los antecedentes sobre el aislamiento de estas enzimas
provenientes de plantas autdctonas (Buttazzoni de Cozzarin y Caffini, 1982). La
posibilidad de sustituir algunas enzimas, que actualmente importa la industria, se veria
favorecida por el desarrollo métodos econémicos y técnicamente viables de aislamiento
y purificacién de fitoproteasas y por la potenciacién de los proyectos de produccion de
las respectivas materias primas.

En este ultimo aspecto debe puntualizarse que el anand es un cultivo tropical de
Ameérica del Sur que, después de la Conquista, se expandi6é fuertemente por Europa y
Asia. Los principales paises productores son Tailandia (12%), Filipinas (11%), Brasil
(10%), China (9%) e India (8%). En Argentina, el volumen de produccién actual es
bajo, destacandose las provincias de Misiones y Formosa con un total de 12000
toneladas en el afio 2014 (el 0,02 % de la produccion mundial), destinadas mayormente
al mercado de la fruta fresca. En general, es un cultivo que no demanda mano de obra
considerable, lo que permite que sea muy buena alternativa para complementar con
otros cultivos, sobre todo para quien se dedica a la horticultura comercial. En el caso de
las provincias de Misiones y Formosa se ha desarrollado un proyecto de asociativismo
entre pequefios productores e instituciones cientificas, como ser el INTA vy las
universidades, que a través del desarrollo de la biotecnologia y micropropagacién de las
plantas de ananas, pretende acelerar el proceso productivo y obtener productos de
excelencia.

La Carica papaya, por su parte, es una planta tropical originaria de la region
centroamericana. Si bien puede encontrarse ampliamente distribuida a lo largo de las
regiones centro y norte de nuestro pais, la superficie destinada al cultivo de papaya en el
ambito nacional se concentra en las provincias de Jujuy, Salta, Formosa y Misiones.
Particularmente en Formosa y Misiones, la produccion de papaya ha crecido
notoriamente, en el marco de un Plan de Cultivos Tropicales logrando pasar de 1000
toneladas en 1950 a las 6800 actuales. Esta expansion se debio a varios motivos, entre
los cuales cabe resaltar que constituye un muy buen cultivo para combinar con citricos,
anana u otros que se desarrollan en la provincia (diversificacién productiva) y que es
una planta de rapido crecimiento y produccion (a los diez meses desde la plantacién es

posible lograr la primera cosecha). En Santa Fe, crecen espontaneamente variantes
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silvestres en los suelos arcillosos y arenosos del norte, asociadas a los bosques xerdéfilos.
Hasta hace poco, la provincia era considerada una zona marginal para la produccion de
esta planta, sin embargo, investigaciones realizadas por cientificos de la Universidad
Nacional del Litoral (Céccoli y col., 2013), que evaluaron el crecimiento y parametros
de productividad de hibridos precoces de papaya, mostraron muy buenos rindes en
campos e invernaderos del centro de la provincia, concluyendo que el cultivo de esta
planta resulta viable para fines comerciales. Aunque esto estuvo enfocado
principalmente a la obtencion del cultivo para la preparacion de dulces y mermeladas,

abre una posibilidad de desarrollo biotecnoldgico en la region en la obtencion de PAP.

1.7.4  Metodos de aislamiento

Los procedimientos convencionales empleados para la recuperacion de BR y
PAP a partir de sus fuentes naturales comprenden una serie de pasos u operaciones
unitarias que por lo general resultan tediosas, de elevado costo y tiempo de
implementacidn, algunas de las cuales incluso, presentan dificultad para ser adaptadas a
macro escala. Entre estas técnicas pueden citarse, la extraccion con agentes reductores y
quelantes, precipitacion con sales, extracciobn con disolventes organicos,
complementados con procesos de centrifugacion, ultrafiltracion y secado, e incluso con
el empleo de numerosas técnicas cromatograficas.

Con el objetivo de optimizar la recuperacion de estas proteasas mediante el
empleo de técnicas mas sencillas y menos costosas, es que en las Ultimas décadas se han
desarrollado novedosas estrategias de purificacion. Particularmente, técnicas de
centrifugacion, precipitacion con sales, dialisis y cromatografia de intercambio i6nico
han permitido la recuperacion de BR de tallo y fruto (Doko y col., 1991; Devakate y
col., 2009; Gautam y col., 2010). En cuanto al empleo de técnicas basadas en la
extraccion liquido-liquido, los SBAs PEG/MgSO, y PEG/K;HPO, han permitido
recuperar BR de céscara y de fruto, respectivamente, con rendimientos cercanos al
100% vy factores de purificacién (FP) de 2,00-4,00 (Babu y col., 2008; Ketnawa y col.,
2009; Ketnawa y col., 2010). Alternativamente, los SBAs formados por copolimeros en
bloque también fueron empleados para la extraccion de BR de fruto con un rendimiento
cercano al 80%, aunque bajo FP (1,25) (Rabelo y col., 2004).

Por su parte, la PAP ha sido recuperada del latex mediante procedimientos de
precipitacion, dialisis y cromatografias, obteniéndose valores de purificacion poco

satisfactorios (Kimmel, 1954; Monti y col.,, 2000). En el caso de las técnicas
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cromatograficas, el requerimiento de un procesamiento previo de las muestras es
inevitable a fin de evitar el deterioro de las columnas (Azarkan y col., 2003). En cuanto
al empleo de SBAs, los sistemas PEG/(NH4),SO, han permitido recuperarla con
rendimientos proximos al 88% (Nitsawang y col., 2006).

A la fecha, se halla ain pendiente la utilizacion de SBAs que, manteniendo
buenos valores de rendimiento y FP, tengan menor impacto sobre el medioambiente. En
este sentido, el empleo de sales biodegradables y la incorporacion de interacciones de
afinidad, con el agregado de macroligandos poliméricos a los SBAs, que aumenten la
selectividad de los sistemas y permitan el reciclado del polimero, se vislumbra como
una herramienta superadora para la recuperacion de las fitoproteasas BR y PAP.
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2. OBJETIVOS

A partir del marco introductorio planteado, puede destacarse:

- la significativa demanda de las fitoproteasas bromelina y papaina en una
amplia gama de industrias locales y nacionales y la necesidad de importarlas a elevados
costos;

- la posibilidad cierta de intensificar la produccion de sus fuentes naturales:
anana (Anana comosus) y papaya (Carica papaya) a través de diferentes proyectos de
diversificacion productiva y promocion de cultivos tropicales;

- la necesidad de desarrollar procesos alternativos de recuperacion de enzimas
en general y de estas fitoproteasas en particular que sean sustentables, sencillos, que
integren procesos Yy reduzcan costos operativos;

- el parcial conocimiento de los mecanismos de reparto de proteinas en
sistemas bifasicos acuosos.

En razon de estas cuestiones y problematicas, se propuso como objetivo
general de este trabajo de tesis

“la recuperacion de bromelina y papaina a partir de tallo de anana (Anana
comosus) y latex de papaya (Carica papaya) respectivamente, mediante dos
metodologias de bajo impacto: extraccion liquido-liquido con sistemas bifasicos

acuosos preformados y reparto de afinidad usando alginato como macroligando”

Para lograr dicho objetivo general se plantearon los siguientes objetivos
parciales:

- Describir la interaccion de las proteinas de interés, bromelina y papaina, con
el polietilenglicol, componente polimérico de los sistemas bifasicos acuosos y el
alginato sddico, posible macroligando, pretendiendo avanzar en la caracterizacién e
identificacion de las fuerzas intermoleculares involucradas en la interaccion y evaluar

posibles alteraciones, por parte de los polimeros, sobre la funcionalidad proteica.

- Estudiar el comportamiento de reparto de las enzimas de interés en sistemas
bifasicos acuosos formados por polietilenglicol y la sal biodegradable citrato de sodio,
con el objeto de contribuir a la comprension del mecanismo de reparto de las
fitoproteasas en los sistemas seleccionados y optimizar las condiciones de extraccion de

bromelina y papaina a partir de sus fuentes naturales.
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- Emplear el alginato como macroligando de afinidad en el reparto de
bromelina y papaina y definir las condiciones experimentales adecuadas de
gelificacién/disolucion del polimero, de modo de disefiar una estrategia combinada para

la recuperacion ambas fitoproteasas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales
a) Polimeros

- Alginato de sodio (NaALG): se empleé la sal sodica de acido alginico (de
algas marrones), de baja viscosidad, adquirida en Sigma-Aldrich (A2158). La solucién
madre fue preparada al 2 %P/P por pesada directa de la droga solida y posterior
disolucion en agua destilada o buffer segun corresponda.

- Polietilenglicoles (PEGs): se emplearon polimeros de calidad analitica de
pesos moleculares (PM) promedio: 600, 1000, 2000, 4600 y 8000 (PEG600, PEG1000,
PEG2000, PEG4600, PEG8000) adquiridos en Sigma-Aldrich. Las soluciones madre de
estos polimeros al 30 %P/P fueron preparadas por pesada directa de la droga solida y
disolucion en agua destilada o buffer segun corresponda.

b) Soluciones reguladoras de pH o buffers

Todos los buffers se prepararon a partir de la especie &cida (o bésica) y se
[levaron a un pH préximo al pKa (con alcali o acido) de modo de lograr una proporcion
acido (o base)/base (0 &cido) conjugada que le confiera capacidad reguladora de pH a la

solucién resultante.

- Acetato (Ac): empleado a dos concentraciones, 30 y 100 mM, preparado a
partir de la cantidad adecuada de &cido acético glacial y llevado a pH (4,60 o 5,00,
segun su aplicacion) mediante el agregado de NaOH. Fue adicionado con 100 mM de

KCly 1mM de cisteina en el caso de utilizarse para medidas de actividad de BR.

- Citrato de sodio (NaCit): empleado a dos concentraciones, 50 mM y 25 %P/P
(= 1,3 M), fue preparado por pesada directa de una cantidad adecuada de &cido citrico
anhidro de calidad analitica (Cicarelli), ajustandose al valor de pH requerido (5,20)
mediante el agregado de NaOH.

- Fosfato (Pi): 50 mM pH 6,00, empleado como medio de conservacién de
PAP y para determinaciones en general; y 500 mM pH 7,00, utilizado para medidas de
actividad de PAP. Ambos fueron preparados por pesada directa de fosfato monobasico
de sodio (H,NaPO,) de calidad analitica (Cicarelli) y llevados a pH con NaOH.

- Tris[hidroximetilJaminometano (TRIS): 50 mM, utilizado para medida de

actividad de PAP. Preparado por pesada directa de la droga s6lida 2-amino-2-
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(hidroximetil)-1,3-propanidiol de Sigma-Aldrich (T1378) y posterior disolucion en
agua. Se ajusto al pH de 8,20 con HCI.

¢) Enzimas

-Bromelina de tallo (BR, PM = 28000 Da.): adquirida en Sigma-Aldrich
(B4882) en forma de polvo liofilizado. Las soluciones madre de BR (100 mg/mL)
fueron preparadas por disolucién de la droga sélida en buffer Ac 100 mM pH 5,00 y
posterior agregado de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) hasta una concentracion
final de 100 mM. La solucion proteica fue sometida a centrifugacion a 13000 x ¢
durante 10 minutos a temperatura regulada de 20 °C (+ 0,1 °C). El sobrenadante fue
adicionado con KCI hasta una concentracion final 0,3 M.

-Papaina (PAP, PM = 26000 Da.): adquirida en Sigma-Aldrich (P3375) en
forma de polvo liofilizado. Las soluciones madre de PAP (4,35 mM) se prepararon por
pesada directa de la droga sélida y posterior disolucién en buffer Pi 50 mM pH 6,00.

Las soluciones madre de BR y PAP fueron conservadas a -18 °C hasta su
utilizacion, verificandose siempre la actividad enzimatica y la ausencia turbidez y de

particulas groseras en suspension.

d) Extractos crudos

- Extracto de tallo de anana (fuente natural de la BR): preparado a partir de
frutos frescos adquiridos en el mercado local. En la figura 3.1 se detallan los pasos para
la preparacion del extracto. En primer lugar, el tallo fue apartado del fruto, eliminandose
las hojas de la corona, luego lavado y cortado en pequefios trozos. Inmediatamente fue
pesado, triturado con una procesadora eléctrica en buffer Ac 100 mM pH 5,00 en una
proporcion 1 g tallo/mL buffer. La suspension obtenida fue filtrada en bafio de hielo
usando tamiz de malla gruesa, su filtrado fue dividido en alicuotas de 1 mL vy

conservado a -18°C hasta su empleo.
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Figura 3.1: Preparacion del extracto de tallo de anana: (1) Separacion del tallo del
resto del anand; (2) y (3) Corte del tallo en pequefios trozos; (4) Pesada; (5) y (6)
Trituracién con procesadora eléctrica en buffer Ac 100 mM pH 5,00; (7) Filtrado en
tamiz; (8) Suspension final, lista para dividir en alicuotas y conservar a -18 °C.

- Latex de papaya (fuente natural de la PAP): fue obtenido a partir de frutos
inmaduros de Carica papaya. Luego de limpiar la superficie de los frutos, se le
efectuaron cortes longitudinales de aproximadamente 2 a 3 milimetros de profundidad,
segun puede observarse en la figura 3.2. El latex exudado de las incisiones fue
recolectado en frio, en un recipiente limpio y conservado a -18 °C hasta su uso. Antes
de ser empleado, el latex fue pesado y disuelto en buffer Pi 50 mM pH 6,00 a una

relacién 100 mg/mL buffer.
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Figura 3.2: Proceso de obtencion del latex a partir de frutos inmaduros de papaya.

e) Sustratos sintéticos

- N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA, PM = 434,88 Da): adquirido
en Sigma-Aldrich. La solucion madre fue preparada por pesada directa de la droga
solida y posterior disolucion en dimetil sulfoxido (DMSO), conservandose a -18 °C
hasta su empleo. Las soluciones de trabajo (0,98 mM) se prepararon por dilucién de la
solucion madre en buffer Pi 500 mM pH 7,00 o buffer TRIS 50 mM pH 8,20 segun su
uso.

- a-N-carbobenzoxi-L-lisin-p-nitrofenil éster (LNPE, PM = 437,87 Da):
adquirido en Sigma-Aldrich. Las soluciones de trabajo (50 mM) debieron ser
preparadas inmediatamente antes de su uso por pesada de la droga solida y posterior
disolucién en una mezcla acetonitrilo/agua (1:4).

f) Otras soluciones de trabajo

- Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS): este reactivo, utilizado para la
cuantificacion de azlcares, se prepard por pesada directa del &cido (Sigma Aldrich),
posterior disolucién en agua destilada y agregado de NaOH y Sal Rochelle (Tartrato de
Nay K, Anedra).

- Acrilamida: adquirida en BioRad® y empleada como solucién acuosa a una
concentracion final 4M.

- Cisteina (Cys): preparada por pesada directa de la droga solida, adquirida en
Sigma (C-7755), y posterior disolucion en buffer Pi 50 mM pH 6,00.

- Cloruro de calcio (CaCly) 1 M y Cloruro de sodio (NaCl) 4 M: preparadas
por pesada directa de la droga solida (Cicarelli) y posterior disolucién en agua destilada.

- Fenol 5 %P/P: fue preparada por pesada directa de la droga solida (Cicarelli)

y disolucion en agua destilada.
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3.2 Métodos
3.2.1  Espectroscopia de absorcion

Se obtuvieron los espectros de absorcién de BR y PAP entre 260-320 nm en
medio buffer Pi 50 mM pH 6,00 y en medios conteniendo polietilenglicoles (PEGs) de
diferentes PMs al 5y 10 %P/P y en NaALG al 0,05, 0,10 y 0,20 %P/P para BR y 0,0015
y 0,0030 %P/P para PAP. La concentracion final de ambas proteasas fue de 10 puM
excepto para la mezcla PAP + NaALG donde se empled PAP 20 uM. Los espectros de
absorcion fueron obtenidos empleando un espectrofotometro Jasco V-550 con un ancho
de banda de 1,0 nm y una velocidad de barrido de 100 nm/min. Se utilizé una cubeta de

cuarzo de 1 cm de paso Optico termostatizada en (20,0 + 0,1) °C.

0,5
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— — calculado

0.4 I\ resultante

03 ~

02} ~ <

Absorbancia

0,1r

0,0

0,1 . . . . . .
250 260 270 280 290 300 310 320
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Figura 3.3: Espectros de absorcion UV-Vis sin correccion (original) y corregido
(resultante) y dependencia de la turbidez (calculado)
respecto a la longitud de onda.

En los casos donde los espectros evidenciaban una marcada afectacién por
turbidez (ver ejemplo figura 3.3), se realiz6 una correccion segun lo propuesto por
Camerini-Otero y Day (1978). Para esto, se grafico el logaritmo de la absorbancia (Abs)
vs. logaritmo de la longitud de onda (\) para la porcion del espectro correspondiente a
altas A (400-700 nm) donde no absorbe la muestra. Los valores de absorbancia medidos,
correspondientes solo a turbidez, se ajustaron a la recta representada por la siguiente

ecuacion:

log Abs =m logA+h (3.1)
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A partir de la misma se obtuvieron los valores de m (pendiente) y h (ordenada
al origen) que se emplearon para estimar la componente de la absorbancia, debida a
turbidez, en el rango de longitudes de onda donde si absorbia la muestra. Luego, por
substraccion de esta componente (calculada) se obtuvo el espectro corregido (figura
3.3).

3.2.2  Espectroscopia de fluorescencia

Se obtuvieron espectros de emision de fluorescencia nativa de BR y PAP bajo
diferentes condiciones segun el efecto evaluado en cada caso. Las medidas se llevaron a
cabo en un espectrofluorémetro Aminco-Bowman Series 2, usando cubeta de cuarzo de
1 cm de paso oOptico termostatizada a (20,0 + 0,1) °C, velocidad de barrido 100 nm/min
y ancho de ranura de 4,0 nm. Todos los espectros se hicieron en tres ciclos repetitivos y
se corrigieron debidamente por la contribucién del buffer.

- Efecto de la presencia de polimeros

Se obtuvieron los espectros de emision de fluorescencia de las proteasas (10
HM) en el rango 300-500 nm, excitando a 280 y 290 nm, en buffer Pi 50 mM pH 6,00 y
en medios conteniendo PEGs de diferentes PMs al 10 %P/P y NaALG 0,01 y 0,05 %P/P
para BR y 0,0015 y 0,0030 %P/P para PAP. Se analizaron en cada caso los valores de la
maxima intensidad de la sefial fluorescente (I5) y la posicion del pico emisivo (Amax).

- Efecto de la temperatura y tiempo de incubacion en presencia de polimeros

Para el andlisis de estabilidad por medidas de fluorescencia se analizaron los
espectros obtenidos excitando a 280 nm. Se procedié a la incubacion de las proteasas
con PEGs y NaALG en medio buffer Pi 50 mM pH 6,00 en proporciones idénticas a las
descriptas en el punto anterior. Las temperaturas de incubacion empleadas fueron entre
20y 60 °C para BR y entre 20 y 80 °C para PAP y los tiempos de incubacién ensayados
fueron 0, 1, 2 y 3 horas. Se determind Amax de BR 'y PAP y se representd la intensidad de
fluorescencia relativa porcentual (It g (%)) vs. el efecto analizado en cada caso. Para el
calculo de It g (%) se tom6 como 100 % a la intensidad de fluorescencia inicial (tiempo

cero) medida en Amax @ 20°C y en ausencia de polimero.

3.2.3  Caélculo de las propiedades superficiales de bromelina y papaina

A partir de las estructuras tridimensionales de ambas fitoproteasas se calcul6 el
area superficial accesible para cada aminoacido i, ASA, y el area superficial accesible
total de cada proteina, ASAwt, aplicando el programa de computacion SURFACE
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RACER (Tsodikov, 2002) basado en el algoritmo de Shrake y Rupley (1973). La

hidrofobicidad superficial de cada proteina (HS,,.) fue calculada aplicando la siguiente

expresion propuesta por Berggren (2002):
Hsprot= Z I‘i HSI (32)
ieA

que se basa en suponer que cada aminoacido superficial contribuye a las propiedades
superficiales totales de la proteina en forma proporcional a su abundancia. En dicha
ecuacion, HS; es la hidrofobicidad de cada aminoacido i, A es la coleccion de los 20
aminoéacidos posibles y r; la fraccion de area expuesta por cada tipo de aminoéacido en la
proteina.

La hidrofobicidad de cada aminoacido (HS;) fue tomada de la escala de Cowan-
Whittaker (1989), que establece un valor de -1 para los aminoacidos més hidrofilicos y
+1 para los més hidrofébicos. La fraccion de area expuesta por los aminoacidos del tipo

i (r;) se determind con la ecuacion:

_ T AsA il
i A A )

3.2.4  Extincion de la fluorescencia nativa

La accesibilidad de los grupos fluoréforos (principalmente Trp) de BR y PAP,
en ausencia y presencia de los polimeros, fue evaluada midiendo la extincion de la
fluorescencia de los mismos utilizando acrilamida como extintor. Esta molécula fue
seleccionada por su capacidad de penetrar en el interior de la proteina y extinguir la
fluorescencia de Trp internos. Para este ensayo, soluciones 20 uM de las proteasas en
buffer Pi 50 mM pH 6,00 fueron tituladas espectrofluorométricamente con pequefias
alicuotas (10 pL) de acrilamida 4 M hasta una concentracion final en cubeta de 0,35 M.
Todas las titulaciones se llevaron a cabo en ausencia de polimero y en presencia de
PEGs de distintos PMs 5 y 10 %P/P y de NaALG 0,20 %P/P. La It fue medida a 340
nm, siendo la excitacion a 280 nm. Luego, los valores de fluorescencia en ausencia y
presencia del extintor (I e l;, respectivamente) fueron representados bajo la forma
(Iso/1g) VS. Cacrilamida (CONcentracion de acrilamida) y ajustados utilizando la ecuacion de

Stern-VVolmer modificada;
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I .
%=(1+K5V CQ) e(CQV) (34)
f

donde V' es una constante que depende el volumen de la esfera de accion (V) y
representa la componente estatica de la extincion, C,, es la concentracion de moléculas
de extintor (acrilamida) y K, es la constante de Stern-Volmer o constante colisional
(componente dinamica). Esta ultima se define como el producto entre la constante
bimolecular de extincion, kq (constante cinética correspondiente a la colision entre el
extintor y el fluoréforo) y el tiempo de vida del fluoréforo en ausencia del extintor, t
(Ksy=kgxT). Los valores de V' y Kgy, obtenidos a partir del ajuste, fueron
representados en las distintas condiciones ensayadas.

La ecuacién 3.4 se deriva a partir del llamado modelo de "esfera de accion™
(Geddes, 2001), el cual contempla una componente estatica y otra dindmica en el
proceso de extincion. La primera estd dada por la extincion instantanea de la
fluorescencia del fluor6foro, producida por las moléculas de extintor proximas, ubicadas
dentro del volumen de la esfera de accion definida alrededor del fluoroforo. La segunda

componente esta mediada por el proceso difusivo del extintor.

3.2.5 Espectroscopia de dicroismo circular

La técnica de dicroismo circular (DC), basada en la absorcion diferencial de la
luz polarizada circularmente por los distintos croméforos proteicos, fue aplicada sobre
soluciones de ambas fitoproteasas en ausencia y presencia de los diferentes polimeros.
El equipo empleado para las determinaciones fue un espectropolarimetro JASCO 810,
con velocidad de barrido de 100 nm/min y 10 acumulaciones de todos los espectros. Se
termostatizé a (20,0 £ 0,1) °C.

Los resultados se expresaron a través de la elipticidad molar residual, [6],

calculada con la siguiente expresion:

eobs
1= Tonbe =)

donde 6, es la elipticidad medida en miligrados; n, el nimero de aminoacidos de cada
molécula de enzima; b, el paso optico de la cubeta (en cm) y C, la concentracion molar

de la proteina.
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Las medidas fueron realizadas en dos rangos del espectro, UV-lejano y UV-
cercano, con el fin de obtener informacion de la estructura secundaria y terciaria,
respectivamente.

- UV-lejano: Se obtuvieron los espectros de DC en el rango 195-250 nm para
BR y PAP (10 uM) en ausencia y presencia de PEGs de diferentes PMs al 10 %P/P y de
NaALG 0,05 %P/P. Se utilizé cubeta de cuarzo de 0,1 cm de paso éptico.

La composicion de estructura secundaria de las proteinas fue estimada a partir
del analisis de los espectros utilizando el software informéatico CDPro, desarrollado por
Sreerama y disponible en internet (Sreerama, 2016), que ejecuta los programas
SELCON3, CDSSTR y CONTIN. ElI mismo se basa en algoritmos matematicos y
emplea una base de datos de proteinas de referencia con estructura cristalografica
conocida. Debe puntualizarse que en muchas oportunidades los distintos programas no
logran resolver de manera correcta la estructura secundaria de las proteinas y conducen
a resultados dispares. En los casos donde SELCON3, CDSSTR y CONTIN
convergieron a resultados similares, se presumié una resolucion satisfactoria y se
inform6 como composicion de estructura secundaria la media de todas las estimaciones.

- UV-cercano: Las determinaciones fueron realizadas en el rango 260-350 nm
utilizando BR y PAP (20 uM) en ausencia y presencia de los distintos PEGs al 10 %P/P
y NaALG 0,10 %P/P. Se emple0 cubeta de cuarzo de 1 cm de paso Optico.

3.2.6  Viscosimetria

El comportamiento hidrodindmico del NaALG bajo diferentes condiciones fue
evaluado determinando su viscosidad intrinseca [n]. Para esto se prepararon soluciones
de NaALG (0,02-0,10 %P/P) en medio acuoso y en NaCl 0,10 M. Las medidas de
viscosidad se llevaron a cabo midiendo los tiempos de escurrimiento del solvente (agua
o0 solucién de NaCl) (t,,) y de las soluciones de NaALG (t) empleando un ViscoClock
SI Analytics adaptado a un viscosimetro Ubbelohde. La viscosidad relativa (1) Y la

viscosidad especifica(n.s,) fueron calculadas de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

t
<5

Nrel= T— (36)

SV

—t

nesp: nrel'l (37)
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Luego, el valor de [n] definida como:

Nesp

[n]= lim

lim (3.8)

donde C es la concentracion de la solucion del polimero expresada en g/dL, se obtuvo a
partir de la ordenada al origen de la recta obtenida al graficar nes,/C (viscosidad
reducida) vs. C. En soluciones diluidas, la viscosidad reducida nes,/C esta relacionada

con la [n] a traves de la expresion propuesta por Huggins:

22 — o]+ [n]? (3.9)

donde k4 es la constante de Huggins.
El peso molecular promedio en viscosidad (PM,;;.) del NaALG fue estimado

aplicando la ecuacion de Mark-Houwink:

(3.10)

considerando K = 5,1x10° dL/g y a = 1 segun lo reportado para NaALGs de baja
viscosidad en el medio salino utilizado (Vold y col., 2006).

Siguiendo este mismo procedimiento se determind la [n] del NaALG en
ausencia y presencia de BR y PAP 0,40 %P/P en buffer NaCit 25 %P/P pH 5,20 con el
fin de analizar posibles cambios en el comportamiento hidrodinamico del NaALG
inducidos por las enzimas. Todas las medidas fueron llevadas a cabo a temperatura
constante a (25,00 £ 0,05) °C.

3.2.7  Dispersion dinamica de la luz

La técnica de dispersion dinamica de la luz (DLS, del inglés, Dynamic Light
Scattering) se basa en medidas de la luz dispersada por particulas en solucion cuya
intensidad fluctia en el tiempo siguiendo perfiles que dependen del tamafio de la
particula. El procedimiento llevado a cabo se representa esquematicamente en la figura
3.4. El equipo empleado fue un analizador de particulas HORIBA SZ-100, que trabaja

con luz laser de A = 633 nm. Se fij6 un &ngulo de deteccion (6) 90° y una temperatura
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de trabajo de (25,0 + 0,1) °C. Los experimentos tuvieron una duracién de 120 segundos
y se realizaron por triplicado con un tiempo de retardo de 0 segundo. En cuanto a las
soluciones de las proteasas, estas fueron centrifugadas y filtradas utilizando un filtro de
tamano de poro de 0,2 um de diametro. Las concentraciones empleadas en cada caso se
resumen en la tabla 3.1. Se tomé como indice de refraccion de las soluciones proteicas y
NaALG los valores 1,330 y 1,630 cP, respectivamente.

. Muestra
Laser termostatizada 0 ks
. . o
Luz incidente q ‘D
c
bl
Luz dispersada £
Detector Tiempo
e]
(5]
e}
‘D
c
bl
=
Tiempo
Correlador Funcién de correlacion
de la intensidad de luz
)
1,0

Intensidad

R, (nm) = Diametro medio

DDLS
Método de los

cumulantes

logt

Figura 3.4: Esquema basico del funcionamiento y procesamiento de datos de un equipo
para medir DLS. @ es el angulo al cual se mide la intensidad de la luz dispersada y q la
magnitud del vector de dispersion.

La comparacion de las sefiales obtenidas a tiempos t y t+t fueron ajustadas con

la siguiente funcion de correlacion (gy):

g2(q, )=A (1+B g, (q, DI (3.11)

donde A es un término relacionado con la linea base del equipo, B es una constante que

define la interseccion de la curva de correlacion con el eje de las ordenadas, T es el
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tiempo de decaimiento, g; es la suma de todos los decaimientos exponenciales
contenidos en la correlacion y q es el vector dispersion de luz que responde a la

siguiente expresion:

B 4misen(6/2)
B A

(3.12)

A partir de la funcion de correlacion y aplicando el algoritmo de los
cumulantes se obtuvo la funcién de distribucién en intensidad de luz en funcion del

radio hidrodinamico medio (Ry) de las particulas en las diferentes muestras ensayadas.

Tabla 3.1: Concentraciones de BR, PAP, NaALG y mezclas de ambos biopolimeros en
buffer NaCit 50 mM pH 5,20 empleadas en DLS.

Sistema BR (mM) PAP (mM) NaALG (%P/P)
1 0,5 - -
2 - 0,5 -
3 -- -- 0,1
4 0,05 -- 0,1
5 - 0,005 0,1

3.2.8  Calorimetria de titulacion isotérmica

La calorimetria de titulacién isotérmica (ITC, del inglés, Isothermal Titration
Calorimetry) permite determinar directamente los valores de las funciones
termodinamicas (AH®, AS°, AG®) asociadas a una dada reaccion por medidas del calor
producido o consumido, a presion constante, cuando se mezclan cantidades precisas de
los reactivos en un calorimetro similar al representado en la figura 3.5 A. Uno de los
reactivos es colocado en una celda de muestra y el otro (titulante) es agregado de a
pequefias cantidades mediante un inyector. Luego de cada inyeccion, se produce una
variacion de calor que se traduce en una sefial o pico (figura 3.5 B), cuya integracion,
mediante software apropiado, permite obtener el calor intercambiado (AH°). En la
titulacion de una macromolécula con su ligando, la magnitud del calor por mol de
titulante  (AH°/Ngwianee) vVa disminuyendo al aumentar la relacion molar (RM)
ligando/macromolécula (Nttulante/ Mmacromolécuta), @Proximandose a cero en la condicion de

saturacion (figura 3.5 C). El ajuste de los valores AH®/Niwiante VS. RM permite luego,

48



Capitulo 3 - Materiales y Métodos

determinar el modelo de la fijacién y estimar los parametros que lo caracterizan, la

constante de fijacion, K y la estequiometria, n.

Camisa
adiabatica

Potencia
aplicada a
celda de
referencia

Celda
referencia

——

o lIa«ag——

"
= \

Inyector

Agitador

Potencia

aplicada a
celda de

muestra

Celda de
muestra

potencia (ncal/s)

B
a= f;f potencia dt
Linea base
T
l tiempo (s)
c tiempo (s)
L1
2 — -
=
2
=
= |
2 |
2
c
o,

AH® (cal/mol iny)

relacion molar

Figura 3.5: (A) Esquema bésico de un calorimetro MicroCal VP-ITC. (B) Sefial
caracteristica de respuesta a una inyeccion de titulante. tj: tiempo inicial de la
inyeccidn y t;: tiempo final de la compensacion de potencia. (C) Sefial obtenida luego de
sucesivas inyecciones (panel superior) y 4H° vs. relacion molar (panel inferior).

En nuestro caso, los parametros de la interaccion proteina + NaALG fueron

determinados a través de titulaciones calorimétricas de una solucion (1,35 mL) de
NaALG 0,50 %P/P en buffer NaCit 50 mM pH 5,20, colocada en la celda de muestra,
con soluciones de ambas proteasas (BR 0,075 mM y PAP 0,200 mM). Las experiencias

fueron llevadas a cabo en un calorimetro VP-ITC (MicroCal Inc., USA). El equipo se

termostatizé a (25,0 +0,1) °C durante toda la experiencia y la velocidad de agitacion fue

de 394 rpm. Se realizaron 14 agregados de 5 pL (duracion 10 segundos) y 19 agregados

de 10 pL (duracion 20 s) cada 10 minutos para la titulacion con BR. Para el caso de
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PAP se realizaron 14 agregados de 3 pL (duracion 6 s) y 15 agregados de 15 uL
(duracién 30 s) cada 10 minutos. Para cada medida fueron determinados y sustraidos los
calores correspondientes a la dilucion del NaALG y la disolucién de la proteina,
realizando sendas titulaciones de NaALG con solucion buffer y de buffer con solucion
proteica.

Las curvas AH® vs. relacion molar (RM = Nprot tora/NNaaLs) fueron ajustadas a
diferentes modelos de fijacion, encontrdndose como el mas satisfactorio a aquel

representado por dos etapas de union secuenciales:

K1 Cprot+2 Ky K, C2
r= 1 “prot 152 przot (313)
1+ Ky Cproet K1 K3 C

prot

siendo r el parametro de union (r = Nyrot unidga/NnaaLc), K1 Y Ky las constantes de afinidad
correspondientes a la primera y segunda etapa del proceso de fijacion y Cp.. la
concentracion de proteina libre (no unida al NaALG). Una vez determinados estos
valores, se determinaron los respectivos AG®° y AS° a través de las siguientes

expresiones:

AHO- AG®
AG®= -RT InK AS°= — (3.14)

3.2.9 Medidas de actividad enzimatica de las proteasas

Para la determinacion de BR se utilizo el método espectrofotométrico basado
en la capacidad que tiene dicha enzima de hidrolizar el sustrato a-N-CBZ-L-lisin-p-
nitrofenil éster (LNPE) (Silverstein, 1974) de acuerdo a:

bromelina

LNPE ------------ > p-nitrofenol + a-N-CBZ-L-lisina (3.15)

donde CBZ = carbobenzoxi.

La reaccion fue monitoreada espectrofotométricamente a 340 nm (absortividad
molar 6320 M™ cm™) a intervalos de 10 segundos durante 5 minutos, obteniéndose la
actividad a través de la pendiente del tramo inicial (lineal) de la grafica absorbancia vs.
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tiempo. La concentracion final de sustrato empleada fue 1,8 mM. Las soluciones de
trabajo fueron preparadas en buffer Ac 30 mM pH 4,60, KCI 100 mM, cisteina 1 mM y
las medidas llevadas a cabo a 25 °C.

La actividad enzimatica de la enzima PAP fue determinada a traves del método
de Gildberg y Overbo modificado (1990) el cual se basa en la capacidad que presentan
ciertas endopepetidasas de hidrolizar el sustrato cromogénico a-N-benzoil-DL-arginina-

p-nitroanilida hidrocloruro (BAPNA), de acuerdo a:

papaina

BAPNA+ H,0 ------------ > N-a-benzoil-DL-arginina + p-nitroanilina (3.16)

El seguimiento de la reaccion se realizé a traves de medidas de absorbancia del
producto de la reaccion, p-nitroanilina (color amarillo), que absorbe a 400 nm
(absortividad molar 10500 M™ cm™) a intervalos de 10 segundos durante 5 minutos. La
reaccion se llevo a cabo utilizando dos medios segun el caso: i) buffer Pi 500 mM pH
7,00 o ii) buffer TRIS 50 mM 8,20, ambos con una concentracién final de sustrato de
0,98 mM Yy cisteina 100 mM. La temperatura se mantuvo constante en 25 °C durante la

reaccion.

3.2.10 Cuantificacion de proteinas totales

La concentracion de proteinas totales fue estimada mediante el método de
Warburg y Christian (1941) que consiste en la medicion de la absorbancia a 260 y 280
nm, picos correspondientes a la absorcion de acidos nucleicos y aminoacidos
aromaticos de las proteinas, respectivamente. La concentracion proteica y de acidos
nucleicos de las muestras analizadas, expresadas en pg/mL, fueron obtenidas
directamente del espectrofotometro de doble haz JASCO V-550 que cuenta con una
aplicacion a tal fin. Todas las determinaciones fueron corregidas, contemplando el valor

de absorbancia debido a turbidez.

3.2.11 Cuantificacién de alginato de sodio

Para la determinacion de NaALG se utiliz6 el método del fenol-acido sulfarico
propuesto por Dubois y colaboradores (1956). Es un método muy sensible (10-100
pg/mL) basado en la hidroélisis del NaALG en &cido sulfurico concentrado, produciendo
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monosacaridos. Estos son deshidratados dando intermediarios que, en presencia de
fenol, forman productos coloreados con un maximo de absorbancia a 480-490 nm. Se
obtuvieron diferentes curvas de calibracion utilizando soluciones de concentracion
conocida de NaALG (0-0,0145 %P/P) en diferentes medios: -agua, -soluciones de PEG
2 %P/P de diferente PM y —soluciones de NaCit 12,5 %P/P pH 5,20. Se evalué el efecto
de estos medios en la linealidad y la sensibilidad del método para su aplicacion luego en

la determinacion de coeficiente de reparto de NaALG (KryaaLc) en los SBASs.

3.2.12 Cuantificacion de azucares reductores

Para la determinacién de azUcares presentes en el extracto de tallo de anand y
en el latex de papaya se empled el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) que se
basa en la reduccién que sufre este acido (de color amarillo) por la glucosa u otros
azucares reductores (AR) (Miller, 1959). El producto formado, el &cido 3-amino-5-
nitrosalicilico (de color naranja), absorbe en el rango 540-570 en relacién directa al
contenido de azUcares presentes. Se realizaron curvas de calibracién utilizando glucosa
como patron (0-20 mM) disuelta en diferentes medios: -buffer NaCit 50 mM pH 5,20 y
-fase superior e inferior de un SBA PEG8000/NaCit, composicion correspondiente a la
segunda linea de union. Estas dos Ultimas curvas se realizaron para evaluar la potencial
interferencia de los componentes de fase (PEG y NaCit a altas concentraciones) en el

método aplicado.

3.2.13 Preparacion de los sistemas bifasicos acuosos

Se prepararon sistemas madre PEG/NaCit (masa final 100 g) por pesada directa
de cantidades apropiadas de soluciones de PEG 30 %P/P de diversos PMs (PEG600,
PEG1000, PEG2000, PEG4600 y PEG8000), NaCit 25 %P/P pH 5,20 y agua de
acuerdo a las composiciones totales iniciales indicadas en la tabla 3.2. La seleccion de
los SBAs ensayados se realizé a partir de las curvas binodiales PEG/NaCit pH 5,20,
temperatura 20 °C, obtenidas previamente en nuestro laboratorio (Tubio y col., 2006).
Para cada PEG, se consideraron dos composiciones totales iniciales, una
correspondiente a la linea de union 1 (LUL), proxima al punto critico, y otra a la linea
de unién 2 (LU2), mas alejada. En la tabla 3.2 se muestran también las composiciones

de equilibrio de las respectivas fases superior e inferior (nodos) de cada sistema.
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Tabla 3.2: Concentraciones de equilibrio de los componentes de fase y longitudes de
linea de unidn para los SBAs PEG/NaCit y PEG+NaALG/NaCit pH 5,20. Temperatura
20 °C.

Composiciones (%P/P)
Total Fase Inferior Fase Superior LLU
PM PEG LU p (%PIP)
PEG NaCit PEG NaCit PEG NaCit
1 18,55 15,26 2,89 23,56 37,03 5,47 38,64
600
2 21,00 16,20 0,77 27,89 42,65 3,69 48,37
1 15,00 13,20 11,23 14,92 20,09 10,88 9,74
1000
2 15,92 13,97 5,10 19,01 28,87 7,47 26,42
1 13,25 11,20 2,13 16,28 26,26 5,25 26,53
2000
2 13,75 14,40 0,13 21,59 36,78 2,24 41,44
1 11,39 9,02 2,01 12,80 18,05 6,33 17,29
4600
2 11,70 9,65 0,88 14,18 23,92 453 24,98
1 10,82 8,83 1,76 11,66 17,38 6,02 16,92
8000
2 11,69 9,52 0,62 14,64 21,13 5,24 24,42

En la preparacion de los sistemas PEG+NaALG/NaCit se procedié de forma
similar a lo descripto, adicionandose NaALG por pesada directa de la droga solida
segun la concentracion final requerida y ajustando la cantidad de agua agregada.

Una vez obtenidos los sistemas madre (con y sin NaALG) y luego de incubar
24 horas a 20 °C, las fases fueron separadas y posteriormente utilizadas para reconstituir

SBAs més pequefios formados por 1 g de cada fase.

3.2.14 Determinacion del coeficiente de reparto de bromelina y papaina

Sobre los diferentes SBAs (masa final 2 g) se sembraron alicuotas de
soluciones madre de BR y PAP comerciales (4350 uM) lo suficientemente pequefias (no
mas del 20% de la masa total del SBA) como para no afectar las concentraciones de
equilibrio de fases. Cada sistema se mezclo por inversion, se dejo reposar 2 horas en
bafio termostatizado a (20,0 + 0,2) °C y se centrifugo a baja velocidad (2000 rpm)

durante 5 minutos. Luego, se separaron las fases y se tomaron cantidades apropiadas
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para evaluar la actividad enzimatica en cada una de ellas. El coeficiente de reparto (Kr)

de BR y PAP se calcul6 como:

Actgr/pap(Fs)

Krgr/pap= (3.17)

Actgr /pap(rr)

siendo Actgg/pap(rs) Y Actgr/papcrr 10S Valores de actividad enzimatica en fase superior

(FS) y fase inferior (FI), los cuales guardan proporcionalidad con la concentracion
proteica. Se realizaron controles de las enzimas en ambas fases para corregir el efecto
del medio sobre la actividad. En todos los casos se trabajo por triplicado y se informo el
promedio de dichas mediciones con sus respectivos desvios estandares.

3.2.15 Caracterizacion termodinamica del equilibrio de reparto de bromelina y
papaina
Luego de determinar los Krs de BR y PAP a diferentes temperaturas en el

rango 15-35 °C y aplicar la version integrada de la ecuacion de van’t Hoff.

(0]

In Kr= - A
n Kr RT+cte (3.18)

se estimaron los valores de AH® del equilibrio de reparto a partir de la pendiente del
grafico In Kr(ry vs. 1/T. La variacion de energia libre estandar (AG®) fue determinada a
partir de la expresion:

AG°= -RT InKr (3.19)

y luego, la variacion de entropia (AS®) con:

_ (AH°- AG®)

AS°
T

(3.20)

Todos los parametros termodinamicos fueron calculados a partir de los valores

promedios de Kr.
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3.2.16 Determinacion del coeficiente de reparto de alginato de sodio

De manera similar a lo planteado en la seccion 3.2.14 para las proteasas, se
ensayd el reparto del NaALG. En este caso se sembraron pequefias alicuotas de
soluciones de NaALG 2,00 %P/P hasta una concentracion final total de este polimero
entre 0,10 %P/P en sistemas PEG/NaCit LU2. Se calculd KryaaLc COMO:

CNaALG(FS)

KryaaLc= (3.21)

CNaALG(FT)

siendo  Cnaarcrs)y Y Cnaanceen las concentraciones de NaALG en cada fase,

determinadas por el método descripto precedentemente (seccion 3.2.11) y corregidas

considerando el efecto de los componentes de fase en las medidas.

3.2.17 Caracterizacion de los sistemas bifasicos acuosos polietilenglicol+alginato/
citrato: obtencion del diagrama binodial

Se obtuvieron las curvas binodiales de los sistemas PEG8000/NaCit mediante
titulacion turbidimétrica (Hatti-Kaul, 2000). Para ello, una solucién de PEG8000 30
%P/P fue titulada con pequefias cantidades conocidas (aproximadamente 0,01-0,05 g)
de NaCit 25 %P/P pH 5,20. La aparicion de turbidez se tomé como el indicio de la
separacion de fases, considerandose las concentraciones de PEG y sal en dicha
condicion como las coordenadas de un punto de la curva binodial. Posteriores agregados
de agua hasta desaparicion de turbidez seguidos de nuevos agregados de sal permitieron
completar la curva. Adicionalmente, se realizé el procedimiento inverso, titulando la
solucion de NaCit con solucién de PEG8000 y superponiendo estos resultados con los
de la titulacion previa. La temperatura fue mantenida constante en (20,0 + 0,2) °C.

Para determinar la curva binodial del sistema PEG8000+NaALG/NaCit, se
trabaj0 de forma similar a la descripta pero adicionando NaALG hasta una
concentracion final 0,1 %P/P a las soluciones de PEG8000 30 %P/P y de NaCit 25
%P/P pH 5,20 usadas en la titulacion.

En ambos casos (con y sin NaALG) el ajuste de los datos experimentales
obtenidos se realiz6 con distintas expresiones empleadas en la literatura en la

descripcion de la curva binodial, las mismas se presentan en la tabla 3.3.
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Tabla 3.3: Ecuaciones empleadas para ajuste de datos experimentales de curvas
binodiales PEG/NaCit y PEG+NaALG/NaCit 0,10 %P/P.

Ecuacion (*) Nombre Referencia
a
Crec= Yo+ — oy (3-22) Sigmoidea | (Tubioy col., 2006)
1+e'( b )
Copa= o (atb Cracic ™+ ¢ Cyacie”) (3.23) Mistry (Mistry y col., 1996)
) (Gonzélez-Tello y
Cnacit= a+ (In(Cpgg+c) +b) (3.24) Gonzélez-Tello

col., 1996)
CNacit= 3.25 Graber Graber y col., 2000
NaCit a+b CPEGO'5+C CpEG ( ) ( y )

(*) CprgY Cuacir SON las concentraciones de polimero y sal respectivamentey a, b, ¢ x,Y ¥, son
los parametros de ajuste de cada ecuacion.

Luego, se prepararon SBAs PEG8000/NaCit con 3 composiciones totales de
PEG y NaCit diferentes (con y sin NaALG 0,10 % P/P) y se determinaron sus nodos
mediante la metodologia propuesta por Merchuk y colaboradores (1998). La misma se
basa en la aplicaciéon de la regla de la palanca y requiere del conocimiento de la
ecuacion de la curva binodial (aquella correspondiente al mejor ajuste), la composicion
total (en PEG y NaCit) y el cociente de volimenes de fase (V(s)/V () de los sistemas
cuyos nodos se quieren determinar.

Una vez obtenidas las composiciones de los nodos, la longitud de la linea de

unién (LLU) se calculé mediante la siguiente expresion pitagorica:

2 2
LLU= \/(CPEG, FS ™ CPEG, FI) + (CNaCit, Fs + C NaCit,FI) (326)

3.2.18 Efecto de la presencia de polimeros sobre la actividad de bromelina y
papaina

Se estudié el efecto de la presencia de los polimeros PEG y NaALG sobre la
actividad de las proteasas.

Por un lado, para el estudio del efecto del PEG sobre la actividad enzimatica,
soluciones de BR y PAP 10 uM se incubaron en medios conteniendo soluciones de PEG
al 10 %P/P en medio buffer Pi 50 mM pH 6,00, a una temperatura de 20 °C. Este ensayo
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se llevd a cabo para distintos tiempos (0, 1, 2 y 3 horas) y temperaturas de incubacion.
Las temperaturas seleccionadas estuvieron entre 20 y 60 °C para BR y entre 20 y 80 °C
para PAP. Ademas, a modo comparativo, se determind en paralelo la actividad de BR y
PAP en buffer Pi 50 mM pH 6,00.

Cuando se trabajé con NaALG, las proteasas comerciales (500 uM) fueron
incubadas en FS del sistema PEG8000/NaCit LU2 en ausencia y presencia de distintas
concentraciones del polimero (0,60 y 1,00 %P/P) a 20 °C a fin de poder evaluar posibles
interferencias del ligando de afinidad en la actividad de BR y PAP. A modo
comparativo, también se determind en paralelo la actividad de cada proteasa en su
buffer de conservacion (Ac 100 mM pH 5,00 para BR y Pi 50 mM pH 6,00 para PAP).
En el caso del ensayo realizado con la enzima PAP y NaALG, la actividad fue medida
en los dos medios de reaccion indicados en la seccion 3.2.9.

Los resultados de ambos ensayos se expresaron a través de la actividad residual
porcentual, siendo ésta el porcentaje de la actividad medida en cada condicién ensayada,

respecto del valor correspondiente a tiempo 0, 20 °C y en ausencia de polimero.

3.2.19 Efecto de la presencia de sales sobre la actividad enzimatica de bromelina 'y
papaina

Se estudio el efecto de las sales CaCl, y NaCl sobre la actividad de las
fitoproteasas (500 pM). Para ello se procedié a incubarlas frente a distintas
concentraciones de las sales (40, 80 y 100 mM de CaCl, y 250, 500 y 1000 mM de
NaCl) en medio buffer NaCit 50 mM pH 5,20. Al mismo tiempo se determiné actividad
de las proteasas en sus medios de conservacion. Los resultados se expresaron a través de
la actividad residual porcentual, definida precedentemente, luego de distintos tiempos

de incubacion (0, 1, 2 y 3 horas).

3.2.20 Determinacion de la concentracion éptima de CaCl, para la formacion del
gel de alginato

Este estudio se llevd a cabo por titulacion turbidimétrica a 20 °C de soluciones
de NaALG de distinta concentracion (0,20, 0,30, 0,60 y 1,00 %P/P) con una solucion de
CaCl, 1 M, ambas preparadas en medio buffer NaCit 50 mM pH 5,20. Trabajando con
agitacion permanente, luego de cada agregado de 10 pL de la solucion de CaCl, se tomo

una fracciéon de la mezcla, se midio su absorbancia a 400 nm y luego se devolvié al
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sistema para proseguir con un nuevo agregado de sal. Los resultados se representaron en

una grafica de ABS4g0 VS. Ccaciz (concentracion de la sal agregada).

3.2.21 Cinética de formacion del gel de alginato

Se prepararon soluciones de distintas concentraciones de NaALG (0,20, 0,60 y
1,00 %P/P) en buffer NaCit 50 mM pH 5,20 sobre las cuales se agregd CaCl, 80 mM
registrandose los valores de absorbancia a 400 nm a través del tiempo durante 25
minutos a una temperatura de 20 °C. Los resultados fueron representados en una grafica
de ABS40 Vs. tiempo, a partir de la cual se determiné el tiempo requerido para la

méaxima formacion del gel de NaALG.

3.2.22 Redisolucién de los geles de alginato

Sobre soluciones de NaALG 0,20 y 0,60 %P/P en medio buffer NaCit 50 mM
pH 5,20 se agregd cantidad suficiente de CaCl, hasta una concentracion final de 80 mM
y se incubd a 8°C durante 30 min para la completa formacion de los geles de NaALG.
Una vez obtenidos, los geles se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 minutos a 20 °C y
se descarto el sobrenadante. Se estudio la redisolucion de los mismos incubandolos, con
agitacion ON a 8 °C en medios con i) distintas soluciones acuosas de NaCl (0, 25, 50,
100, 250 y 500 mM) y ii) mezclas NaCl:NaCit en diferentes proporciones (1:10; 1:2,5;
2,5:1 y 10:1). Se observo y semicuantificd la redisolucion lograda en cada condicion,
empleandose las siguientes categorias: NR, no redisolucion; R+, redisolucion minima;
R++, redisolucion media y R+++, redisolucion completa.

También se evalud el tiempo requerido para redisolver los geles de NaALG,
obtenidos a partir de CaCl, y NaALG 0,20 y 0,60 %P/P, utilizando soluciones de NaCit
de diferentes concentraciones (0, 25, 50, 75, 100, 250, 500 y 1000 mM). Se observé y

semicuantificé el proceso de redisolucion segun lo descripto precedentemente.

3.2.23 Determinacion de las condiciones 6ptimas de gelificacion del alginato en
fase superior del sistema polietilenglicol 8000/citrato

Se obtuvieron geles de NaALG a partir de diferentes soluciones de NaALG
(0,20, 0,30, 0,60 y 1,00 %P/P) en dos medios: i) FS del SBA PEG8000/NaCit LU2
(Crecsooo = 24,19 %P/P, Cnacit = 4,63 %P/P) y ii) FS PEG8000/NaCit LU2 diluida al
quinto (Cpegsooo = 4,84 %P/P, Cnacit = 0,93 %P/P), ambos conteniendo alternativamente

BR o PAP (500 uM). Se observo y semicuantifico la cantidad de gel formado segun:
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minima, +; media, ++ y maxima, +++. Se determind la actividad enzimatica en el
sobrenadante (SN) del gel y en la solucién obtenida al redisolverlo (RD) en NaCit 1 M.
Se expresaron los resultados a través de la Actividad recuperada en SN y RD, relativa a
la inicial de la solucion (100% de actividad), previo a la gelificacion, vs. la

concentracion de NaALG empleada.

3.2.24 Extraccion de bromelina y papaina con sistemas polietilenglicol/citrato a
partir de los extractos crudos

Se estudio el reparto de las proteasas presentes en extractos de tallo de anana y
en el latex de papaya en SBAs PEG/NaCit LU2 a 20 °C. De la misma manera que lo
realizado con las proteasas comerciales, sobre sistemas de 2 gramos finales se
sembraron 150 pL de los extractos crudos y se procedié segun lo explicado en la
seccion 3.2.14, determindndose el Kr de BR y PAP por medidas de actividad enzimética
(ver seccion 3.2.9). Ademas se procedio a dosar proteinas totales (ver seccion 3.2.10) y
azUcares reductores (seccion 3.2.12) en FS y FI, calculandose luego los valores de R% y
FP segin se explica en seccion posterior y el coeficiente de reparto de azlcares

reductores (Krag).

3.2.25 Recuperacion de bromelina y papaina a partir de extractos crudos
mediante reparto de afinidad empleando alginato de sodio como macroligando

En base a los resultados precedentes se disefid y llevd a cabo la siguiente
estrategia extractiva conformada por los siguientes pasos:
- Paso 1 (reparto de afinidad/separacion de fases): se llevo a cabo en el sistema
PEG8000+NaALG/NaCit LU2, siendo la concentracion final de NaALG 0,10 %P/P
para BR y 0,30 %P/P para PAP, temperatura 20 °C. Se sembraron 150 uL de los

respectivos extractos crudos (extracto de tallo de anana y latex). Luego de 2 horas de

incubacion, se midieron los respectivos volumenes y se separaron las fases (FSpaso1 Y Fl

pasol)-
- Paso 2 (dilucion de fase/precipitacion de afinidad): se tomd la fase polimérica anterior

(FS) y se agregd NaALG al 2 %P/P y agua csp alcanzar una concentracion final de
NaALG de 1,00 %P/P y diluir la fase al quinto. Sobre dicha solucion en agitacion
constante a 3000 rpm se agregd lentamente CaCl, hasta una concentracion final de

80mM. Luego de incubar durante 30 minutos a 8 °C para una completa formacion del
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gel, se centrifugd 10 min a 4000 rpm a 20 °C. Se separo el sobrenadante (SNpaso2) del
gel y se determind su volumen.

- Paso 3 (redisolucion del gel): se agregé 1,75 mL de NaCit 25 %P/P pH 5,20
(preparado en buffer NaCit 50mM pH 5,20) sobre el gel y se agité durante 10 minutos a

8 °C, para lograr redisolucion completa. Se midi¢ el volumen de la solucion (RDpaso3)
obtenida.

Se determind la actividad enzimatica y la concentracion de proteinas totales en
las soluciones: FSpaso1, SNpaso2 Y RDpasos de acuerdo a lo descripto en las secciones 3.2.9
y 3.2.10. Los rendimientos porcentuales (R (%)) y factores de purificacion (FP)
logrados en cada muestra analizada se calcularon de acuerdo a lo detallado en siguiente

seccion.

3.2.26 Célculo de rendimiento y factor de purificacion
Se calcularon los valores de rendimiento porcentual (R(%)) de las enzimas en

cada muestra analizada (fase, SN, etc.) segun se indica a continuacion:

Act X Vi
Rmuestra (%) — muestra muestra X 100 (327)

ACt extracto X Vextracto

donde Actyestra Y Vimuestra SON la actividad y el volumen de la muestra para la cual se
calcula el rendimiento Yy Actegiracto Y Vextracto, SON la actividad y volumen del extracto

sembrado (extracto de tallo de anana o latex) en el SBA.

Para el célculo del factor de purificacion (FPpuestra) S€ €mpled la siguiente
expresion:
ACtmuestra/

Act €SPmuestra _
Act €SPextracto ACtEXtraCtO /

PTmuestra

(3.28)

FPryestra=

PT extracto

siendo Act eSpuesta Y ACt €SPexiracto 185  actividades especificas en la muestra
analizada y en el extracto de partida, respectivamente, las cuales se determinaron como

el cociente entre actividad y concentracion de proteinas totales (Cpr) en cada caso.
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3.2.27 Evaluacion de la estabilidad de papaina recuperada en la precipitacion de
afinidad

Se liofilizaron muestras de latex (sin tratamiento) y del gel obtenido en la
precipitacion de afinidad (paso 2, seccion 3.2.25) que contiene la PAP purificada. Para
ello se empleo un liofilizador L101 Liotop. Ambos liofilizados se conservaron a -18 °C
durante diferentes periodos (0, 1, 7, 15 y 30 dias) al cabo de los cuales se procedi6 a su
redisoluciéon en buffer NaCit 1 M pH 5,20 y a la determinacion de la actividad
enzimética. Se calculo en cada caso la actividad residual, refiriendo el valor medido
luego de la incubacién por un cierto lapso de tiempo a aquel obtenido el dia 0 (sin

incubacion).

3.2.28 Manejo de los datos experimentales

Los experimentos se llevaron a cabo por duplicado o triplicado segun el caso y
el andlisis de los datos experimentales se realizo utilizando el programa Sigma Plot
version 10.0 para Windows, que emplea el algoritmo Marquardt-Levenberg (Marquardt,
1963).

Los datos experimentales de calorimetria de titulacion isotérmica fueron

ajustados empleando el programa informatico ORIGIN 7.0.
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4. INTERACCIONES POLIMEROS-FITOPROTEASAS

X/

« Ideas previas. Interrogantes

El conocimiento de la estructura tridimensional de una proteina, a través de
estudios cristalograficos, permite vincular muchas de sus propiedades en términos de su
estructura. Dado que la actividad bioldgica se pone de manifiesto cuando la
macromolécula esta en solucidn, resolver su estructura por difraccion de rayos X puede
resultar insuficiente para explicar y comprender su funcionalidad. Seria interesante
entonces poder caracterizar el comportamiento de la biomolécula en solucion con el fin
de monitorear eventuales cambios que ésta pueda sufrir debido a modificaciones en su
entorno o a interacciones con los componentes del medio. Analizar como dichos
cambios pueden o no repercutir sobre la actividad enzimética juega un rol fundamental
a la hora de evaluar la aplicabilidad de los diferentes métodos empleados durante el
proceso de purificacion o una vez finalizado éste, en la etapa de conservacion de la
molécula blanco. Diferentes técnicas espectroscopicas, calorimétricas o de base
hidrodindmica permiten una buena descripcion de los sistemas macromoleculares, sin el
elevado grado de resolucion de las técnicas cristalograficas, pero permitiendo precisar
algunos aspectos particulares de la ubicacion e interacciones de ciertos grupos
especificos en la proteina.

El reparto de afinidad con macroligandos supone el contacto de la proteina de
interés con el polimero de fase y con aquel que se utiliza como ligando de afinidad. En
nuestro trabajo, los polimeros formadores de sistemas bifasicos son polietilenglicoles de
diferentes pesos moleculares y el rol de macroligando lo cumpliria el alginato sodico.

En este marco, y considerando que las proteinas que se pretenden recuperar por
esta metodologia son bromelina y papaina, se plantearon los siguientes interrogantes:
¢ Qué efecto tiene el polietilenglicol, considerado en la literatura como un polimero
inerte, sobre la estructura de las proteinas bajo estudio? El eventual efecto de este
polimero, ¢depende de su tamafo? El alginato sddico, polimero con alta densidad de
carga eléctrica negativa a pHs superiores a 3,50, ¢interaccionara con las proteinas de
interés? En virtud de la similitud de peso molecular, punto isoeléctrico y secuencia
aminoacidica de bromelina y papaina, el comportamiento de estas fitoproteasas frente

a los polimeros mencionados ¢sera el mismo?
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Para el abordaje de estas cuestiones se llevaron a cabo diferentes técnicas cuyos
resultados, interpretacion y discusion parcial se presentaran a continuacion en sucesivos
apartados, precedidos por una descripcién introductoria de los alcances y aplicaciones
de cada técnica.

Al final del capitulo, y a modo de integracion, se ensayaran respuestas a los

interrogantes planteados.
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4.1 Técnicas espectroscopicas

4.1.1 Espectroscopia UV-Visible

El espectro de absorcidn de una proteina en presencia de un polimero puede
reflejar el efecto de éste sobre el entorno de los triptéfanos (Trp), tirosinas (Tyr) y
fenilalaninas (Phe), aminoécidos responsables de la banda de absorcidn proteica en el
rango 270-300 nm (Banwell y McCash, 1972). Los momentos de transicion de estos
cromoforos determinan sus bandas absortivas y dependen fuertemente del entorno,
siendo afectados por la polaridad del solvente, cercania de cargas o dipolos o formacion
de puentes de hidrogeno. Estas interacciones pueden conducir a corrimientos de los
picos de absorcion y/o modificaciones en la magnitud de la absorcion.

El efecto que producen los diferentes polietilenglicoles (PEGs) sobre el
comportamiento absortivo de la bromelina (BR) puede apreciarse en la figura 4.1 A.
Podemos ver que la presencia de los diferentes PEGs 10 %P/P genera pequefias
perturbaciones en los espectros de absorcion de esta fitoproteasa. Aquellos polimeros de
menor tamafio (PEG600 y PEG1000) no afectan la posicion del pico absortivo mientras
que el PEG2000, PEG4600 y PEG8000, polimeros de mayor caracter hidrofébico que
los anteriores, inducen leves corrimientos en la posicidén del maximo de absorcion hacia
el rojo (efecto batocrémico). Este efecto es compatible con una disminucion de la
polaridad en el entorno de residuos aminoacidicos responsables de la sefial absortiva y
pone en evidencia cierto grado de exposicion de los mencionados croméforos en BR
(Banwell y McCash, 1972). En presencia de soluciones de PEG al 5 %P/P no fueron
observados cambios significativos en los espectros (datos no mostrados). Las pequefias
modificaciones observadas en la magnitud de la absorcion (altura de los picos),
relacionadas con el mddulo del momento dipolar de transicién podrian deberse, entre
otras causas, a cambios conformacionales en la proteina inducidos por el polimero, que
resultan en un mayor/menor grado de exposicion de Trp o Tyr (Pace y Scholtz, 1997).

Cuando analizamos los espectros de papaina (PAP) en presencia de los
distintos PEGs (figura 4.1 B) vemos que no se observan modificaciones significativas ni
en los valores del maximo de absorcién ni en la posicidn de la banda. Esto indicaria que
estos polimeros no alteran de manera considerable el entorno de los cromdforos,
probablemente debido a un menor grado de exposicion de los mismos al solvente en la
PAP respecto de BR.
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Figura 4.1: Efecto de la presencia de PEGs 10 %P/P sobre el espectro de absorcion de
(A) BRy (B) PAP 10uM en buffer Pi 50 mM pH 6,00.

Temperatura 20 °C.
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Cuando se evalud el efecto de la presencia del NaALG sobre los espectros de
absorcion de BR debieron modificarse las relaciones proteina/polimero utilizadas
anteriormente ya que para concentraciones de NaALG superiores a 0,5 %P/P se observo
aparicion de franca turbidez y formacion de un precipitado blanco. Si bien este efecto
dejo de apreciarse visualmente a partir de concentraciones de NaALG inferiores a 0,1
%P/P, el patron de absorcion obtenido en el rango 400-700 nm (ver espectro en el
angulo superior de la figura 4.2 A) evidencid la existencia de dispersion de luz tipo
Rayleigh, debida a la presencia de pequefios agregados proteina-proteina y/o proteina-
polimero. Luego de restar esta contribucion a las medidas de absorbancia (ver apartado
3.2.1 de Materiales y Métodos) se obtuvieron los correspondientes espectros corregidos
que se muestran en la figura 4.2 A en donde puede verse que no se observan cambios en
la posicion de la banda en presencia del polimero con respecto al buffer pero si
incrementos en la magnitud de la absorcion que se hacen mas notorios a medida que
aumenta la concentracion de NaALG en la muestra. Esto podria deberse a una
sustraccion insuficiente del efecto de dispersion de luz o bien a una modificacién de la
absortividad de los croméforos proteicos como consecuencia de la interaccion polimero-
proteina y/o proteina-proteina.

La figura 4.2 B muestra el efecto ejercido por el NaALG sobre el espectro de
absorcion de PAP. En este caso fue necesario reducir ain mas la concentracion del
polimero e incrementar la concentracion proteica para evitar la aparicion de turbidez.
Esto puede tomarse como un indicio de una fuerte interaccion de esta proteina con el
polimero o de una mayor tendencia a agregarse en presencia del mismo. Puede verse
que el NaALG para la menor concentracién empleada (0,0015 %P/P) produce un leve
efecto sobre el espectro de la PAP (corregido), mientras que al duplicar la concentracion
de este polimero (0,0030 %P/P) se observa un drastico corrimiento al rojo del pico de
absorcién junto con wuna significativa disminucion de la absorbancia. Este
comportamiento podria ser consecuencia de interacciones PAP-PAP o PAP-NaALG que
modifican la polaridad y exposicién de los residuos aminoacidicos responsables de la

absorcion en la proteina.
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Figura 4.2: Efecto de la presencia de NaALG sobre el espectro de absorcién de
(A) BR 10 uMy (B) PAP 20 puM en buffer Pi 50 mM pH 6,00
Temperatura 20 °C.
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4.1.2  Fluorescencia nativa

La sefial fluorescente intrinseca de las proteinas es muy sensible al contenido y
ubicacion de Trp y Tyr, aminoacidos signados como sus principales fluoréforos
(Burstein y col., 1973). Las interacciones proteicas con componentes del medio y los
cambios de polaridad en el microentorno de los mencionados aminoécidos pueden
modificar la longitud de onda del maximo de emision (Amax) Y la intensidad de la
fluorescencia emitida, extinguiéndola o exaltdndola (Lakowicz, 2013).

En la figura 4.3 Ay B se observan los espectros de emision de fluorescencia de
BR y PAP, respectivamente, en ausencia y presencia de soluciones de PEGs de
diferentes PMs. Para el andlisis, se debe tener presente que la sefial obtenida al excitar a
280 nm proviene mayoritariamente de la emision directa de los restos de Tyr o Trp o
bien de la emision indirecta de estos Ultimos via transferencia de energia, ya que el pico
emisivo de Tyr, proximo a 300 nm, coincide con el pico absortivo de Trp (280 nm). Por
otro lado, los espectros de emision obtenidos al excitar a 290 nm reflejan sélo la
emisién de los Trp y consecuentemente presentan una menor intensidad que los
anteriores.

El espectro de emision de BR (figura 4.3 A), en ausencia de polimero y
excitando a 290 nm, permite apreciar un pico emisivo a 332 nm y un pequefio hombro
alrededor de 320 nm, que sugeriria la presencia de diferentes poblaciones de Trp con
diverso grado de exposicion en la molécula. Los Trp superficiales se encuentran en un
entorno mas polar y por lo tanto sus Amax €stan mas corridas hacia el rojo del espectro
(Duy y Fitter, 2006; Lakowicz, 2013). En el caso de PAP, en ausencia de PEG y
excitando a 290 nm, se aprecia un unico pico emisivo alrededor de 338 nm sugiriendo
una poblacion de Trp con grado de exposicion semejante.

La tabla 4.1 muestra el area superficial accesible (ASA) para diferentes
aminoacidos presentes en las proteasas BR y PAP. Esta informacion fue obtenida
mediante el procedimiento descripto en la seccién 3.2.3 basado en la conformacion
proteica obtenida a partir de un banco de datos publico. El calculo del &rea expuesta por
estos residuos en la molécula de BR muestra que, efectivamente, de la totalidad de Trp
presentes (5), aquellos en las posiciones 8 y 27 estan practicamente ocultos en la
molécula, con muy baja area superficial accesible, mientras que los restantes (*Trp,
6Trp y Y¥°Trp) estan significativamente mas expuestos. Esto corroboraria la presencia
de dos poblaciones de Trp evidenciada en los espectros de fluorescencia para esta

enzima. En cambio, para el caso de PAP, vemos que dichos residuos aminoacidicos
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presentan valores de ASA mas parecidos entre si, justificando el Unico pico de emisién

de fluorescencia observado.
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Figura 4.3: Efecto de la presencia de PEGs 10 %P/P sobre el espectro de emision de
fluorescencia de (A) BRy (B) PAP 10 uM en buffer Pi 50 mM pH 6,00.
Aexc1 =280 nm (trazo grueso), Aexcz =290 nm (trazo fino).
Temperatura: 20 °C.
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Tabla 4.1: Area superficial accesible de triptofanos, lisinas, histidinas, argininas y
tirosinas calculadas para BR y PAP con el programa SURFACE RACER.

ASA (A%
Aminoacido
Bromelina Papaina
Trp 353,75 (5) 194,60 (5)
Trp 15,56 Trp 23,63
“Trp 1,55 *Trp 12,11
Trp 139,73 ) 82,96
%Trp 111,99 Y Trp 59,05
80Trp 84,92 BlTrp 16,85
Lys 2057,25 (15) 74221 (10)
His 46,5 (1) 26,75 (2)
Arg 595,99 (6) 1288,85  (12)
Tyr 968,99 (14) 1251,69  (19)
ASAcral (A% 10858,03 9116,21

Cuando se excita a 280 nm, ambas proteinas muestran el hombro a bajas
longitudes de onda, inclusive PAP que no lo mostraba excitando a 290 m. Esto seria
adjudicable a la emision directa de Tyr, presentes en un numero significativo en estas
proteinas (ver Tabla 4.1).

Analizando el efecto de los PEGs sobre la fluorescencia vemos que ambas
enzimas exhiben patrones similares, observandose corrimientos opuestos segln se trate
de PEGs de menor o mayor tamafio. Ya sea excitando a 280 o 290 nm, los PEGs de
mayor PM (PEG2000, PEG4600, PEG8000) produjeron una exaltacion de la sefial,
efecto ya reportado para otras proteinas (Muhammad y col., 2013), que estaria
relacionado con el mayor caracter hidrofébico ya mencionado que presentan los
polimeros de mayor PM en relacion a los de menor PM. En cambio, en presencia de
PEG600 y PEG1000, se produjo una disminucién de la sefial fluorescente,
principalmente del pico emisivo de 332 nm. Esto sugeriria que los Trp mas expuestos
estarian siendo los méas afectados por la presencia de dichos polimeros, que al ser
pequerfios, tienen mayores posibilidades de interaccionar con residuos aminoacidicos de

la superficie proteica mediante la formacién de puentes de hidrogeno e interacciones
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hidrofébicas (Chen y Tianging, 2008). Este comportamiento diferencial en relacion a
los PEGs de alto PM podria atribuirse a que éstos Gltimos tienen menor capacidad de
interaccionar posiblemente por cuestiones estéricas, excluyéndose de la superficie

proteica.
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Figura 4.4: Efecto de la presencia de NaALG sobre el espectro de emisién
fluorescencia de (A) BRy (B) PAP 10 M en buffer Pi 50 mM pH 6,00.
Aexc1 = 280 nm (trazo grueso), Aexc2 =290 nm (trazo fino).
Temperatura: 20 °C.
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La presencia de NaALG, excitando tanto a 280 como a 290 nm, produjo en
ambas fitoproteasas un efecto similar: disminucion de la sefial emitida y leve
corrimiento del pico emisivo hacia menores longitudes de onda. Este comportamiento,
representado en la figura 4.4, seria similar al ocasionado por los PEGs de menor
tamafio, pudiéndose adjudicar a una interaccion del NaALG con la superficie proteica, a
un efecto de dispersion de luz o a ambas causas. Claramente, la disminucion de la altura
del pico emisivo fue mas significativa para la PAP, a pesar que en este caso la

concentracion ensayada de NaALG fue inferior a la utilizada para BR.

4.1.3  Extincion de la fluorescencia nativa

La accesibilidad de los Trp proteicos y el efecto que los polimeros PEG y
NaALG tienen sobre la mencionada propiedad fue evaluada extinguiendo la
fluorescencia nativa de BR y PAP en ausencia y presencia de dichos polimeros. En la
figura 4.5 se representa el reciproco del decrecimiento fraccional de la intensidad de
fluorescencia nativa, ls/ls, versus la concentracion del extintor acrilamida (Cagritamida)

para la enzima BR.
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Figura 4.5: Efecto de la presencia de PEGs 10 %P/P y NaALG 0,20 %P/P sobre la

extincion de fluorescencia nativa de BR 10 ¢M por acrilamida en
buffer Pi 50 mM pH 6,00.
Aexe = 280 nm, Aem = 340 nm. Temperatura: 20 °C.
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Puede observarse que los graficos obtenidos resultaron ser curvos y convexos
(desde el eje de las abscisas) en todos los medios ensayados, siendo este
comportamiento compatible con la coexistencia de extincion estatica y dinamica de la
fluorescencia (Geddes, 2001). Similares resultados se obtuvieron para la PAP (datos no
mostrados).

El ajuste de los datos mediante la ecuacion de Stern-Volmer modificada
(ecuacion 3.4) permitid obtener los valores de las constantes colisional y estatica, Ksv y
V'’ respectivamente, del proceso de extincion. La figura 4.6 muestra el efecto de la

presencia de PEGs de diferentes tamafios en los valores de Ksv para BR y PAP.
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Figura 4.6: Efecto de la presencia de PEGs 10 %P/P sobre el valor de Ksv para
BRy PAP 10 puM en buffer Pi 50 mM pH 6,00.
Temperatura: 20 °C.

En ausencia de polimero, los valores hallados de Ksv para BR y PAP, 4,528 y
7,036 M respectivamente, son relativamente bajos (Eftink y Ghiron, 1981) e indican
que los Trp, responsables de la fluorescencia nativa de ambas proteinas, no se
encuentran totalmente accesibles al extintor (acrilamida), tal como se mencioné en la
seccion anterior. Los valores de Ksv en presencia de polimero resultaron menores,
indicando que en presencia de PEG los Trp se encontrarian menos accesibles al extintor.
El efecto del tamafio del polimero sobre Ksv para BR y PAP muestra un patron de
comportamiento definido. En principio, una leve disminucion de la constante colisional

para los PEGs de menor PM seguida de un progresivo incremento al ensayar los PEGs
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de PMs mayores. Esto puede explicarse considerando la capacidad del polimero de
unirse preferencialmente a la superficie de las proteinas (Albee y col., 1997), reportada
para los PEGs de menor PM vy la habilidad de excluirse, por un mecanismo estérico
inespecifico, para aquellos de mayor PM (Timasheff, 1993). En virtud de esto, la
disminucion de Ksv observada para PEG600 y PEG1000, seria consecuencia de la
unidn de estos polimeros a la proteina y una consecuente reduccion de la accesibilidad a
los Trp susceptibles de ser alcanzados y extinguidos por la acrilamida. Luego, a medida
que el tamafio del PEG se incrementa, esta situacion se revierte debido a que estos
polimeros se excluyen de la superficie proteica facilitando la colision entre fluoréforo y

extintor, alcanzandose valores de Ksv similares a los obtenidos en ausencia del

polimero.
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Figura 4.7: Efecto de la presencia de PEGs 10 %P/P sobre el valor de V" para
BRy PAP 10uM en buffer Pi 50 mM pH 6,00.
Temperatura: 20 °C.

Otro de los parametros analizados fue el valor de V" o constante estatica de
extincion, en ausencia y presencia de los distintos PEGs. Tal como fue expresado en la
seccion 3.2.4, el valor de V esta relacionado con el volumen de una esfera virtual
definida alrededor del fluoréforo, donde se produce una extincion instantanea de la
fluorescencia. En la figura 4.7 se muestra el efecto de la presencia de polimeros en los
valores de V~ para ambas fitoproteasas. Para BR, se observa que dicho valor aumenta en
presencia de los diferentes PEGs, adoptando el méaximo valor para el PEG600 y luego
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decreciendo hasta valores semejantes a los obtenidos en ausencia del polimero. Para
PAP, sblo el PEG600 induce un incremento significativo en el valor de V'. Este
comportamiento indica un favorecimiento del proceso de extincion estatico en presencia
de los polimeros méas pequefios y estaria vinculado a la capacidad extintora del propio
polimero, observada ain en ausencia de acrilamida, o bien, a la existencia de algin
mecanismo molecular por el cual estos polimeros facilitan el proceso de extincion.

El andlisis de extincion de la fluorescencia nativa de ambas proteasas también
se llevd a cabo en presencia de NaALG. La figura 4.8 A y B muestra el efecto de dicho
polimero sobre los valores de Ksv y V7, respectivamente, para BR y PAP. En la figura
4.8 A se observa una disminucion en el valor de Ksv para ambas enzimas cuando éstas
se hallan en presencia del polimero, lo que estaria evidenciando que el NaALG ejerceria
un efecto similar al que ejercen los PEGs de menor tamario, dificultando la accesibilidad
de los residuos susceptibles de ser extinguidos. En la figura 4.8 B, donde se analiza el
pardmetro V', puede verse que el valor de V" aumenta levemente en presencia del
polimero, mientras que en el caso de PAP se observa una disminucién de dicho valor.
Este dltimo patron, diferente al observado en presencia de los PEGs, podria estar
vinculado al carécter de polimero eléctricamente cargado del NaALG que por algln

mecanismo desfavoreceria la extincion instantdnea de los Trp por acrilamida.
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Figura 4.8: Efecto de la presencia de NaALG sobre los valores de (A) Ksvy (B) V*
de BR y PAP 10uM en buffer Pi 50 mM pH 6,00.
CnaaLc para BR = 0,01 %P/P, CnaaLc para PAP = 0,0015 %P/P.
Temperatura: 20 °C.
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4.1.4  Dicroismo circular

La técnica de dicroismo circular (DC) es ampliamente utilizada como
herramienta biofisica para la determinacion de estructuras proteicas en solucion. Como
es sabido, la secuencia aminoacidica de una proteina contiene la informacion requerida
para determinar el plegamiento de la misma, dando lugar finalmente a la forma nativa.
Sin embargo, esta conformacion puede verse afectada en solucion por la presencia de
diversos factores tales como pH, solventes, agentes desnaturalizantes, etc. En este
apartado nos proponemos analizar de qué manera la presencia de los polimeros PEG y
NaALG, empleados durante el desarrollo de esta tesis, podrian afectar el plegamiento de
las fitoproteasas BR y PAP.

La figura 4.9 A y B muestra los espectros de DC en el UV-lejano para BR y
PAP, respectivamente, en buffer y en presencia de los diferentes polimeros. En ambas
gréaficas se evidencian dos minimos posicionados alrededor de 207 nm y 222 nm. Estas
bandas, caracteristicas de proteinas tipo a+p (Cohen y col., 1986; Ritonja y col., 1989)
pueden observarse en todos los espectros, demostrando que ambas proteinas retienen
mayoritariamente su estructura secundaria incluso en presencia de PEG y NaALG. Solo
el espectro de PAP en presencia de NaALG y PEG600 mostré una distorsion méas
notoria.

Se estimo el contenido de las diferentes estructuras secundarias canonicas a
partir de la deconvolucion de los espectros obtenidos segun lo descripto en la seccion
3.2.5. Los resultados obtenidos para las diferentes condiciones ensayadas se muestran
en la tabla 4.2.

En medio buffer, los contenidos porcentuales de hélice a y lamina (3, hallados
para BR como para PAP son comparables con los reportados previamente en la
literatura (Arroyo-Reyna y col., 1994) y compatibles con los correspondientes a
proteinas de la familia o+p. Podemos resaltar el notorio efecto que ejerce el NaALG
sobre la PAP, disminuyéndole considerablemente el porcentaje de hélice a y
aumentandole el de ldamina B (semejante al efecto del PEG600) posiblemente debido a la
presencia de algin tipo de interaccién enzima-polimero. Esta conversién entre
diferentes estructuras secundarias de una dada proteina ha sido observada en
interacciones enzima-sustrato peptidico (Reed y Kinzel, 1984) y en transiciones
estructurales de proteinas priones recombinantes (Hope y col., 1996).
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Figura 4.9: Efecto de la presencia de PEGs 10 %P/P y NaALG 0,05 %P/P sobre los
espectros de DC en el UV-lejano de (A) BRy (B) PAP 10uM
en buffer Pi 50 mM pH 6,00.
Temperatura: 20 °C.
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Tabla 4.2: Composiciones porcentuales de estructura secundaria de BR y PAP
estimadas a través de la resolucion de sus espectros de DC en UV-lejano en ausencia y

presencia de PEGs y NaALG.
Bromelina

Hélice a. (%) | Ldmina (%) | Giro (%) | Ovillo estadistico (%)
buffer 22,92 22,03 21,62 33,73
PEG600 19,20 23,63 22,32 34,85
PEG1000 24,65 18,89 22,72 33,74
PEG2000 22,37 22,01 22,42 33,20
PEG4600 23,49 19,82 22,55 34,14
PEGS8000 19,04 23,58 23,04 34,34
NaALG 21,88 21,44 21,69 35,98

Papaina

Hélice o (%) Lamina f (%) | Giro (%) | Ovillo estadistico (%)
buffer 26,20 20,09 20,22 33,49
PEG600 17,27 25,73 23,02 34,02
PEG1000 24,14 20,34 21,50 34,10
PEG2000 24,52 20,50 21,58 34,40
PEG4600 24,12 20,22 21,16 34,50
PEG8000 24,97 20,12 21,69 33,61
NaALG 14,60 26,17 22,98 36,16

La figura 4.10 A y B muestra los espectros de DC de BR y PAP,
respectivamente, en el rango 260-350 nm (UV-cercano). El perfil de los espectros en

esta region depende del nimero y tipo de aminoécidos aromaticos presentes en la

proteina, de su movilidad, entorno (puentes de hidrégeno, grupos polares, etc.) y de su

disposicion espacial (Kelly y Price, 2000).

Para ambas proteinas, se observa un pico préximo a 295 nm, caracteristico de

los Trp y otro en la zona 270-280 nm, representativo de Phe y Tyr. En el caso de BR se

observan minimas modificaciones en presencia de los diferentes PEGs y de NaALG que

sugieren pequefias perturbaciones o microarreglos en los entornos de los mencionados

aminoéacidos, inducidas por la presencia de los polimeros. Para el caso de la PAP en

presencia de PEG, no se observaron perturbaciones en los espectros obtenidos. En
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cambio, con NaALG, se apreciaron perturbaciones notorias en la magnitud de la sefial
compatibles con modificaciones (fortalecimiento o debilitamiento) de las interacciones
terciarias en diferentes regiones de la proteina, inducidas por la presencia del NaALG
(Kelly y col., 2005).
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Figura 4.10: Efecto de la presencia de PEG 10 %P/P y NaALG 0,10 %P/P sobre los
espectros de DC en el UV-cercano de (A) BRy (B) PAP 20uM
en buffer Pi 50 mM pH 6,00.
Temperatura: 20 °C.
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4.2 Propiedades hidrodinamicas
421 Medidas de viscosidad

El NaALG es un polimero de cadena flexible que puede adquirir una alta

densidad de carga negativa por protdlisis de los grupos carboxilicos de los acidos
manurénicos y gulurénicos presentes en su estructura. Dada esta propiedad y la
consecuente repulsion de cargas intra-cadenas, sus moléculas presentan en solucion una
conformacién predominantemente extendida y parcialmente rigida (Vold y col., 2006).
Las medidas de viscosidad en medio acuoso reflejaron esta condicion, observandose un
comportamiento caracteristico que se conoce como ‘“efecto polielectrolito” y que puede
verse representado en la figura 4.11 A, en donde es notable una caida no lineal de la
viscosidad reducida (nesp/CnaaLc) con la concentracion del polimero. La curvatura de la
grafica a bajas concentraciones del polimero seria producto de la adsorcion de las
moléculas de NaALG a las paredes del capilar y el consecuente cambio en la
concentracion efectiva del polimero (Zhong y col., 2010).

La disolucion del NaALG en un medio salino de fuerza iénica moderada (NaCl
0,1 M) atenta las fuerzas repulsivas por apantallamiento y permite al polimero adoptar
conformaciones mas plegadas, tipo ovillo estadistico, y aproximarse al cumplimiento de
la ecuacion de Mark-Houwink (ecuacion 3.10). Los resultados del comportamiento
viscoso del NaALG bajo esta condicién se muestran en la figura 4.11 B. Pueden
apreciarse dos modificaciones notorias respecto del grafico anterior, por un lado una
linealizacion y, por otro, una reversion de la tendencia, es decir un incremento de la
viscosidad reducida con la concentracion. Este perfil, tipico de los polimeros de cadena
flexible neutros, permitio determinar la viscosidad intrinseca ([n]) del polimero y la
constante de Huggins (ky) segun lo descripto en el apartado 3.2.6 (ver recuadro interior
de figura 4.11 B).

Es importante sefialar que el valor obtenido de PM,is, calculado con la
ecuacion 3.10, fue de 66862 y se halla dentro del rango de PMs esperable para nuestro
polimero por ser de baja viscosidad (Fu y col., 2010). Los NaALG disponibles
comercialmente, cuyos PMs van desde 2x10° hasta 1x10°, son clasificados de acuerdo a
las viscosidades de sus soluciones (baja, media y alta), las que guardan una relacién
directa con el PM del polimero. En nuestro caso, hemos utilizado un NaALG de baja
viscosidad, siendo razonable que su PM caiga en el extremo inferior del rango de PMs

posibles para el polimero.
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Figura 4.11: Comportamiento viscoso de NaALG disuelto en (A) agua

y (B) NaCl 0,1 M.

Temperatura: (25,00 £ 0,05) °C.

Cuando se estudio la viscosidad del NaALG en presencia de BR y PAP (0,15

mM) las medidas debieron llevarse a cabo en un medio buffer NaCit 50 mM pH 5,20 ya

que en presencia de NaCl se observaba la formacion de precipitado que impedia las

medidas.
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La figura 4.12 permite apreciar que tanto en ausencia como en presencia de las
proteasas, la viscosidad reducida del NaALG se modificé linealmente con su
concentracion, permitiendo obtener los pardmetros que se resumen en la tabla 4.3. Para
el NaALG en ausencia de proteinas se observo un decaimiento lineal de nesp/CnaaLc CON
la concentracion del polimero y se obtuvo un valor de [n] de 6,06 dL/g, sensiblemente
superior al obtenido para el polimero en medio NaCl (3,41 dL/g). Esto sugiere que en
este medio el polimero adopta una conformacion mas extendida y rigida que la de un
ovillo estadistico. En presencia de BR y PAP, pudo observarse una disminucion del
valor de [n], compatible con un mayor plegamiento del polimero o disminucion de su
rigidez. Considerando que estas enzimas tienen pls proximos a 9,00 y que estan
cargadas positivamente al pH de trabajo (5,20), puede pensarse que el cambio en el
perfil de viscosidad es consecuencia de una interaccion entre las proteasas y el polimero
que involucraria la neutralizaciéon de las cargas del mismo, una disminucién de las
fuerzas repulsivas intra-cadena y una mayor tendencia de éste a adquirir
configuraciones mas plegadas. Debe notarse que el mayor efecto fue ocasionado por
PAP, en cuya presencia ademas de la reduccion del valor de [n] pudo apreciarse una

reversion en el signo de la ky.
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Figura 4.12: Comportamiento viscoso de soluciones de NaALG en buffer NaCit 50 mM
pH 5,20 en ausencia y presencia de las proteasas (0,15 mM).
Temperatura: (25,00 °C + 0,05) °C.
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Tabla 4.3: Modificaciones en los parametros de viscosidad del NaALG por la presencia
de BR y PAP.

Sistema ) K [n] (dL/g) R2(
NaALG -0,61 + 0,05 6,06 + 0,13 0,9840
BR + NaALG -0,66 + 0,15 5,18 + 0,27 0,9007
PAP + NaALG 0,85+ 0,12 3,47 + 0,10 0,9592

®) preparado en buffer NaCit 50 mM pH 5,20.
) coeficiente de determinacion.

4.2.2  Dispersion dinamica de la luz

Los estudios de dispersion dindmica de la luz (DLS) nos permitieron analizar la
formacion de los complejos enzima-polimero en base a cambios en los valores de radio
hidrodinamico (R;) determinados para las particulas en solucion. Estos datos
complementaron a los obtenidos por medidas de viscosidad, aportando informacién
adicional sobre la posible formacion de complejos BR-NaALG y PAP-NaALG. Es
importante destacar que para llevar a cabo estas medidas se trabajé con soluciones de
enzimay polimero lo suficientemente diluidas y debidamente filtradas, a fin de asegurar
sistemas transparentes, aptos para estas determinaciones.

En la figura 4.13 puede observarse el andlisis de DLS correspondiente a la
soluciones del polimero en ausencia y presencia de las proteasas. La imagen insertada
en el margen superior derecho muestra la dependencia de la funcién correlacion con el
tiempo de retardo para los distintos sistemas. Pueden apreciarse valores de ordenadas al
origen superiores a 0,9 en todos los casos lo que indica una relacion sefal/ruido dptima
para la determinacion. ElI punto en que la funcion de correlacién empieza a caer
proporciona informacién del diametro promedio y el angulo de caida permite
determinar el indice de polidispersidad (IP) de las muestras. En estos casos se
observaron valores de IP proximos a 0,4, indicativos de una dispersion de tamafios

moderada.
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Figura 4.13: Distribucion de tamafios en intensidad de luz dispersada (frn)) para
NaALG 0,10 %P/P en ausencia y presencia de BR 50 uM y PAP 5 uM.
Temperatura: (25,0 £ 0,1) °C.

La tabla (4.4) resume los resultados obtenidos en las condiciones mencionadas
y, adicionalmente, aquellos obtenidos para las proteasas en solucion en ausencia del

polimero.

Tabla 4.4: Valores de radio hidrodindmico obtenidos por DLS.

Sistema” Rn (nm)
BR 4,13+ 0,90
PAP 3,49+0,78
NaALG 193,48 + 26,18
BR-NaALG 168,04 + 22,17
PAP-NaALG 137,20 + 30,71

® preparado en buffer NaCit 50 mM pH 5,20.

Debe sefialarse que los R; obtenidos para BR y PAP, 4,13 y 3,49 nm

respectivamente, se encuentran dentro de los valores bibliografiados para estas
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proteasas o proteinas globulares de PMs comparables (Ghosh, 2005). Para el caso del
NaALG el valor de R, obtenido fue de 193,48 nm. Los valores reportados para este
polimero estan en el orden de 138-600 nm dependiendo de las condiciones del medio
(pH, fuerza ibnica, etc.) y de su PM (Vold y col., 2006; Yang y col., 2009). Puede
apreciarse que en presencia de BR y PAP los Ry resultaron ser menores al valor
encontrado para el polimero solo. Esto sugiere una posible interaccion de las enzimas
con el polimero, a consecuencia de la cual, éste adoptaria estructuras menos extendidas
y mas compactas. Este efecto, mas acentuado para PAP que para BR, esta en

concordancia con lo observado por medidas de viscosidad.

4.3 Técnicas calorimétricas

4.3.1 Calorimetria de titulacion isotérmica

La calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) es una técnica ampliamente
usada en distintas areas de investigacion que permite obtener informacion de los
parametros de la interaccion entre dos moléculas por medidas del calor producido o
consumido, a presion constante, cuando se mezclan cantidades precisas de ambos
reactivos. En este caso el empleo de esta técnica nos permitié un abordaje mas preciso
sobre las interacciones proteina-ligando, el cual puede analizarse en los siguientes
gréficos.

En la figura 4.14 A y B se muestran las isotermas de titulacién a 25 °C de
NaALG (celda) con BR y PAP (inyector), respectivamente, en medio buffer NaCit 50
mM pH 5,20. Puede observarse que ambos sistemas presentaron un comportamiento
semejante, con un perfil de saturacion que muestra valores iniciales de AH negativos
que reducen su magnitud conforme se adicionan las proteinas, llegando a alcanzar
valores positivos para mayores proporciones proteina/alginato.

Estos resultados descartan la existencia de sitios equivalentes e independientes,
y suponen el cumplimiento de modelos de interaccion proteina-polimero mas
complejos, cuya evaluacion excede a los objetivos planteados. En este contexto, los
datos experimentales de ambos sistemas fueron ajustados considerando la union
secuencial del NaALG a las proteinas en dos etapas. Las constantes de afinidad
macroscopicas de cada una de ellas (K; y K3), los cambios de entalpia (AH:° y AH2°) y
los cambios de entropia (AS;° y AS,°) asociados a la unién, obtenidos en el ajuste, se

resumen en la tabla 4.5.
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Figura 4.14: Titulacion isotérmica de NaALG 0,5 %P/P con (A) BR 0,075 mM y
(B) PAP 0,2 mM en buffer NaCit 50 mM pH 5,20.
Temperatura: (25,0 £ 0,1) °C.

Analizando los resultados de la tabla, vemos que la constante de afinidad
correspondiente a la primera etapa, K1, adopta valores moderados de alrededor de 10°-
10* M en ambos casos (BR y PAP) para luego aumentar dréasticamente en la unién del
segundo mol de enzima (K, >>> K;). Este resultado evidencia un efecto de

cooperatividad positiva de la interaccion entre las proteasas y el NaALG.
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Por su parte, el analisis de los parametros termodinamicos de interaccion para
la formacion de ambos complejos indica que la unidn de la primera molécula de enzima
al NaALG se produce con liberacion de calor al medio (AH;° < 0) y disminucion del
desorden del sistema (AS;° < 0). Esto permite afirmar que esta etapa, conducida
entalpicamente, involucra la presencia de fuerzas electrostaticas en la interaccion. Por el
contrario, en la fijacién del segundo mol de proteina, se observé un comportamiento
opuesto: AH,° > 0, AS,° > 0 (entropicamente conducido) sugiriendo una interaccion de
tipo hidrofébico (Ghosh, 2005). Esta secuencia de etapas entalpica y entropicamente
conducidas nos permite postular un mecanismo de interaccion por el cual los grupos
carboxilos del NaALG cargados negativamente al pH de trabajo estarian
interaccionando con las cargas opuestas presentes en las moléculas de BR y PAP
(grupos protonados de lisinas e histidinas) en el primer paso de la interaccion. Como
consecuencia de esto, se expondrian porciones hidrofébicas de las moléculas de NaALG
que facilitaria, en un segundo paso, su interaccion con los bolsillos hidrofébicos

presentes en las estructuras de las proteinas.

Tabla 4.5: Constantes de afinidad y funciones termodindmicas asociadas a la
interaccion de BR y PAP con NaALG en buffer NaCit 50mM pH 5,20.

Sistema
Parametros
BR-NaALG PAP-NaALG

K1 (M) 498 x10°+1,10x 10° | 1,27 x 10* 7,00 x 10°

AH;° (cal/mol) -5,32x10°+9,12x 10* | -5,88x 10*+ 1,73 x 10*
Etapa 1

AS1° (cal/K mol) -1,77 x 10° + 2,32 x 10 178 £ 17

AG;° (cal/mol) -4274,5 -5729,3

Ko (M) 4,68 x10°+1,30x 10* | 1,23x10°+ 3,70 x 10°

AH,° (cal/mol) 6,72x 10° 9,40 x 10* | 8,18 x 10* + 1,70 x 10*
Etapa 2

AS,° (cal/K mol) 2,28 x 10° + 2,23 x 10° 302 + 25

AG;° (cal/mol) -7782,0 -8241,3

Es importante destacar que no pudo determinarse la estequiometria de los
complejos BR-NaALG y PAP-NaALG debido a problematicas experimentales

vinculados a la sensibilidad de la técnica. Sin embargo, la figura 4.14 indica que las
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curvas alcanzan un valor de saturacion (Nenzima/NnaaLc) fraccionario, lo cual estaria
indicando que por cada molécula de enzima se unirian varias moléculas de NaALG.
Esto coincide con el comportamiento ya reportado para otro tipo de interacciones

proteina-polisacarido (Zhao y col., 2009).

4.4 Conclusiones parciales

Un analisis integrador de los resultados obtenidos permite sacar las siguientes
conclusiones y dar respuesta a los diferentes interrogantes planteados al inicio de este

capitulo.

De acuerdo a las pruebas espectroscépicas y a los efectos que producen sobre la
estructura de las fitoproteasas es posible separar a los polimeros ensayados en dos
grupos principales: uno conformado por los polietilenglicoles de mayor peso molecular
(PEG2000, PEG4600 y PEG8000) y otro constituido por aquellos mas pequefios
(PEG600 y PEG1000) y el alginato de sodio. En relacion a los primeros, las
perturbaciones observadas permiten pensar que éstos se excluyen preferencialmente de
la superficie proteica por un mecanismo de tipo estérico ya reportado para otros
sistemas proteina+PEG. Asimismo el caracter hidrofébico de los polimeros de mayor
longitud de cadena se traduce en la disminucion de la polaridad del entorno de los restos
aminoacidicos responsables de la sefial espectroscdpica en cada caso. Este grupo de
polimeros no provoca pérdidas significativas en el contenido de estructura secundaria de
bromelina y papaina bajo las condiciones de concentracién, temperatura y pH del medio

evaluadas.

Por su parte, los PEGs méas pequefios y el NaALG ocasionan modificaciones que
sugieren su union preferencial a las fitoproteasas. En el caso del PEG, este
comportamiento, opuesto al indicado precedentemente, seria consecuencia de su menor
tamafio, mayor caracter polar y capacidad de interaccionar con la proteina mediante
puentes hidrdgenos e interacciones dipolo-dipolo. Para el NaALG, por tratarse de un
polimero cargado eléctricamente, resulta probable que la union preferencial proteina-
polimero incluya fuerzas intermoleculares fuertes de tipo coulombico. La magnitud de
las perturbaciones (cambios en Ksv, intensidad de la sefial fluorescente, medidas de
absorbancia, etc.) ocasionadas por los PEGs mas livianos y por el NaALG fueron mas
marcadas para este ultimo, aun trabajando a concentraciones de NaALG (0,0015-0,20
%P/P) 50-7000 veces inferiores a las de PEG (10 %P/P). Esto sugirio la existencia de
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interacciones fuertes y especificas entre este polimero y ambas proteinas ensayadas. Las
medidas calorimétricas aplicadas a los sistemas fitoproteasas+NaALG demostraron
efectivamente una interaccién de tipo cooperativa entre ambas biomoléculas, descripta
por un proceso de dos etapas. La primera, entdlpicamente conducida, involucra la
presencia de fuerzas electrostaticas y la segunda, entropicamente conducida, supone la
presencia de interacciones de tipo hidrofébico. Asimismo las medidas de las
propiedades hidrodindmicas sugirieron que a consecuencia de estas interacciones se
produce una pérdida de rigidez y mayor grado de compactacion de la molécula de
NaALG, producto de la neutralizacion de cargas del polimero por la unién a las

proteinas.

Finalmente, al comparar el comportamiento de BR y PAP (proteinas con
homologia estructural y similitud de propiedades fisicoquimicas) no se observaron
mayores diferencias entre ellas frente a todos los PEGs (de menor y mayor PM). En
cambio, si pudieron apreciarse perturbaciones y, presumiblemente, interacciones mas
significativas frente al NaALG para la PAP, siendo previsible que estas diferencias se

reflejen luego en la eficiencia de sus estrategias separativas.
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5. REPARTO DE LAS FITOPROTEASAS EN SISTEMAS BIFASICOS
ACUOSOS POLIETILENGLICOL/CITRATO

« ldeas previas. Interrogantes

El estudio del reparto de biomoléculas en sistemas bifésicos acuosos puede
llevarse a cabo siguiendo un enfoque exclusivamente “separativo o aplicado” en el que
se trabaja con el material crudo que contiene la molécula de interés, se ensayan diversos
factores que afectan significativamente el reparto y se optimizan los indicadores de
desempefio del proceso extractivo. Otro enfoque, ma&s amplio o abarcador, incluye una
etapa previa de estudio del comportamiento de reparto de la molécula de interés pura (o
con elevado grado de pureza) con la idea de preseleccionar los sistemas con mayor
capacidad extractiva y luego en la siguiente etapa, con dichos sistemas y utilizando el
material crudo (conteniendo la molécula de interés), optimizar las restantes variables del
proceso. Este ultimo enfoque fue el adoptado en nuestro trabajo ya que permite avanzar
en el conocimiento del mecanismo que determina la distribucién de una biomolécula
entre dos fases acuosas y de la naturaleza de las fuerzas intermoleculares involucradas
en el proceso de reparto.

En este marco, los principales interrogantes que se plantearon son:

¢ Qué perfil de distribucion tienen bromelina y papaina en sistemas bifasicos
formados por citrato de sodio y polietilenglicoles de diferentes tamafios? ¢Siguen los
mismos patrones ya observados para otras proteinas? ¢Hay diferencias entre ambas
fitoproteasas? Desde el punto de vista termodinamico, ¢qué fuerzas gobiernan el
reparto? ¢Es posible proponer algin mecanismo molecular para el mismo? ¢Pueden
utilizarse estos sistemas en la recuperacion eficiente de bromelina y papaina a partir de

sus extractos crudos?
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5.1
5.1.1

Evaluaciones previas al reparto

Efecto del tiempo de incubacion proteina+polimero
En los procesos extractivos con sistemas bifasicos acuosos (SBAS) las
moléculas de interés se hallan disueltas en medios poliméricos por al menos el lapso de
tiempo requerido para alcanzar el equilibrio de reparto. En virtud de lo visto en el
Capitulo 4 sobre el efecto que ocasionan algunos de los polimeros ensayados sobre el
comportamiento emisivo de BR y PAP, resulta importante evaluar si los mencionados
efectos se mantendran o acentuaran durante la incubacion proteina+polimero (PEG) por
diferentes intervalos de tiempo. Asimismo, y dado que la concentracion de las enzimas
en cada fase se determinard a partir de sus actividades enzimaticas (frente a sustratos
especificos), serd util averiguar si dichas medidas se afectaran en los medios
poliméricos luego del reparto.

En primer término, se analizaron los eventuales cambios en el tiempo de los
espectros de emision de fluorescencia (Aexc = 280 nm) de BR y PAP disueltas en medios

regulados de pH (20 °C) en ausencia de polimeros (figura5.1 Ay B).

6,0 6,0

— 0h
1h.
—== 2hs.

— 0h.

—-== 2hs.
— — 3hs.

50 501

If (U.A)
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Figura 5.1: Efecto del tiempo de incubacion sobre la fluorescencia nativa de (A) BR
y (B) PAP 10 uM en buffer Pi 50 mM pH 6,00.
Aexc = 280 nm. Temperatura: 20 °C.
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Ambas enzimas presentaron comportamientos similares. Puede apreciarse una
leve y progresiva disminucién en la If conforme se incrementa el tiempo de incubacion
desde 0 a 3 horas. Esto podria deberse a reacomodamientos conformacionales sufridos
por las proteasas y el establecimiento de nuevos puentes de hidrdégeno o interacciones
hidrofébicas entre restos aminoacidicos y su entorno polar o eventualmente a procesos
de autodigestion, muy comunes en las proteasas.

Para analizar el efecto de la presencia de polimeros por diferentes lapsos de
tiempo sobre los espectros de emision, se seleccionaron solo el PEG600 y el PEG8000
como representativos de los PEGs de menor y mayor tamafio, respectivamente. En
ninguno de los casos estudiados se observaron modificaciones en la posicion de los
picos emisivos con el tiempo, pero si en sus alturas. En la figura 5.2 se encuentran
representados los valores de fluorescencia relativa porcentual (I; r (%)) de dicho pico
(Aem = 334 nm), tomando como valor de referencia (100%) a aquel correspondiente a la

emision de la proteina a tiempo 0 y en ausencia de polimero.

I buffer I buffer
140 [ PEG600 140 [ PEG600
A B PEGS000 B BN PEGS000
120 + 120 b

100 ¢ 100 -

80 80 -

It g (%0)
Ii r (%)

60 -

40+

20

L | L | L | L | 0 L | L L
0 1 2 3 0 1 2 3

tiempo (horas) tiempo (horas)

Figura 5.2: Efecto de la presencia de PEGs 10 %P/P sobre la fluorescencia nativa de
(A) BRy (B) PAP 10 uM en funcion del tiempo de incubacion.
Buffer Pi 50 mM pH 6,00.
Aexc = 280 nm, Aem = 334 nm. Temperatura: 20 °C.

Puede apreciarse claramente que el efecto que ejerce cualquiera de los
polimeros ensayados practicamente se mantiene en el tiempo, observandose una leve
disminucion de la sefial a medida que aumenta el tiempo de incubacién, efecto similar al

obtenido en ausencia del polimero. Estas observaciones resultan de mucho valor si se
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considera que en los procesos de purificacion que se pretende desarrollar, los polimeros
estardn en contacto con las enzimas durante periodos de tiempo comparables a los
analizados.

El efecto del tiempo de incubacion en ausencia y presencia de los polimeros
sobre la actividad de las proteasas a 20 °C puede analizarse en la figura 5.3. Se
consider6 como 100% de actividad a aquella determinada a tiempo 0, a 20 °C en

ausencia de polimero.

I huffer I huffer
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3 3
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Figura 5.3: Efecto de la presencia de PEGs 10 %P/P sobre la actividad de (A) BRy
(B) PAP 10 pM en funcién del tiempo de incubacion. Buffer Pi 50 mM pH 6,00.
Temperatura: 20 °C.

En ausencia de polimeros (barras negras), puede observarse que ambas
proteasas sufrieron una caida leve y gradual de la actividad, manteniendo luego de 3
horas de incubacion alrededor del 80% de la actividad inicial. Estos resultados, en
consonancia con los obtenidos precedentemente en el analisis de fluorescencia, sugieren
nuevamente procesos de autodigestion o reacomodamientos conformacionales que
afectarian al sitio activo de las proteasas.

Al analizar como es modificada la actividad en presencia de PEGs, vemos que
en aquel sistema formado por PEG600 la actividad de las proteasas se vio disminuida
significativamente al cabo de 3 horas de incubacién. Este resultado también fue
observado para PEG1000 (datos no mostrados). Cabe resaltar que para BR, la caida de

actividad fue dréstica a partir de la primera hora de incubacion en adelante,
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reduciéndose la actividad al 10% del valor inicial, mientras que para PAP la reduccion
alcanzo el 35%. Estos resultados deberan tenerse presente al momento de seleccionar
los sistemas extractivos ya que sugieren que la interaccion entre estos PEGs vy las
fitoproteasas (principalmente BR) afecta directa o indirectamente la reaccion de
catélisis. Ademas, para el calculo del coeficiente de reparto deberdn introducirse
apropiados factores de correccion que los contemplen.

Cuando se trabajo en presencia de PEG8000, ambas proteasas retuvieron entre
el 60-80% de actividad, siendo siempre mas afectada BR que PAP. La BR retuvo
mayoritariamente su funcionalidad (75%) y la PAP la conservd en su totalidad e
inclusive logré incrementarla ligeramente luego de 3 horas de incubacion. Esta menor
afectacion de la funcionalidad proteica, observada en presencia de los PEGs de mayor
tamafo es coherente con un mecanismo de exclusion estérica (inespecifica) de estos
polimeros y consecuente estabilizacion, previsto por la teoria de Timasheff, ya
postulado en el capitulo precedente (Lee y Lee, 1981).

5.1.2 Efecto de temperatura de incubacion proteina+polimero

En virtud de las aplicaciones industriales de estas fitoproteasas, sera util
averiguar si la incubacion con los polimeros de fase afecta su estabilidad térmica.

En la figura 5.4 A y B se representa el efecto de la temperatura sobre los
espectros de emision de fluorescencia de BR y PAP, respectivamente, en ausencia de
polimeros. Puede verse que la BR no presentd cambios significativos en su
fluorescencia nativa luego de incubaciones de 2 horas a 20 y 30 °C. A mayores
temperaturas (40 y 50 °C), se observé una notoria extincion de la fluorescencia,
probablemente debido a cambios conformacionales que exponen los residuos
fluorescentes al medio solvente mas polar. A 60 °C, por encima de la temperatura de
desnaturalizacion (Ty,) de la proteina (Tmer = 56 °C), el espectro de emision se modifico
drasticamente evidenciando la pérdida de la estructura proteica debido al proceso de

desnaturalizacion.
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Figura 5.4: Efecto de la temperatura sobre la fluorescencia nativa de (A) BR
y (B) PAP 10 uM luego de 2 horas de incubacion en buffer Pi 50 mM pH 6,00.
Aexc = 280 nm.

Por su parte cuando se analizaron los espectros obtenidos para PAP en buffer
(figura 5.4 B) no se observaron perturbaciones en los espectros sino hasta 60 °C donde
se produjo una leve disminucién en la intensidad de fluorescencia para luego a 80 °C
(Tmpap = 83 °C) presentar una drastico cambio y corrimiento del pico hacia mayores
longitudes de onda.

El efecto de la presencia del polimero sobre la fluorescencia de las proteinas
frente a incrementos de temperatura se analiz6 en la figura 5.5. En presencia de PEG600
pudo apreciarse un comportamiento similar al observado en ausencia de polimero.
Luego de la disminucion inicial en la fluorescencia (incubacién de 2 horas a 20 °C), se
produjo una caida gradual de la sefial con la temperatura en concordancia con la
ocurrida en ausencia del polimero y adjudicable a pequefios reacomodamientos
estructurales en la enzima.

En presencia de PEG8000, se observd la exaltacion de la fluorescencia para
ambas proteasas, efecto ya reportado previamente para este polimero, con valores de Is g
gue se mantuvieron constantes incluso a altas temperaturas de trabajo. Cerca de las
respectivas T, de cada enzima, se observaron leves disminuciones en los valores de I g,
menos notorias que aquellas obtenidas en ausencia del polimero. Esta leve variabilidad
de los valores de I g a temperaturas cercanas a las Ty, podria indicar un efecto

estabilizador o protector de este polimero sobre la estructura proteica (Lee y Lee, 1981).
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Figura 5.5: Efecto de la presencia de PEGs 10 %P/P frente a incrementos de la
temperatura sobre la fluorescencia nativa de (A) BR y (B) PAP 10 uM
luego de 2 horas de incubacion. Buffer Pi 50 mM pH 6,00.

Jexe = 280 nm, Aem = 334 nm.

El anélisis de la estabilidad térmica de las proteasas por medidas de actividad
se representa en la figura 5.6 A y B. En ella se muestran los valores de actividad
enzimatica residual de BR y PAP, respectivamente, luego de dos horas de incubacién
con PEG600 y PEG8000, tomando como 100% la actividad determinada en ausencia de
polimeros a 20 °C.

Cuando analizamos los perfiles cataliticos en ausencia de polimero,
observamos para BR una disminucién significativa de la actividad a partir de los 40 °C,
Ilegandose a valores del 20% de actividad residual por encima de la Tygr. Para PAP
también se observo una disminucion de la actividad a medida que se aumentaba la
temperatura de incubacion, aungue el efecto observado fue mas gradual que para BR, ya
que en este caso la enzima retuvo una actividad residual del 70% incluso para la
incubacion a 80 °C. Esto indicaria una menor sensibilidad de PAP a cambios térmicos.

En presencia de PEG600, la actividad de BR y PAP se vio disminuida,
observandose una caida drastica en el caso de BR incluso a 20°C, resultado que esta en
consistencia con lo observado en la incubacion a través del tiempo. En PEG8000, para
BR se observé una afectacion menor de su actividad, cayendo bruscamente luego de la
Tm. En este mismo polimero, la PAP mostrd un patron de comportamiento similar al

observado en ausencia de polimero.
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Figura 5.6: Efecto de la presencia de PEG 10 %P/P sobre la actividad de (A) BRy
(B) PAP 10 puM en funcién de la temperatura luego de 2 horas de incubacion.
Buffer Pi 50 mM pH 6,00.

Los resultados obtenidos muestran la inconveniencia de recuperar estas
enzimas en fases conformadas por PEGs de bajo PM por los efectos de caida drastica de
actividad que se da en su presencia luego de periodos prologados de incubacién. Estas
restricciones deberan tenerse presente al momento de fijar los criterios de optimizacion

de los procesos extractivos.

5.2 Comportamiento de reparto de las fitoproteasas comerciales

5.2.1 Efecto del peso molecular del polietilenglicol y composicion del sistema
sobre el equilibrio de reparto
Se consideraron SBAs formados por PEGs de diferentes PMs y NaCit pH 5,20
(PEG/NaCit). El analisis del efecto de diferentes variables sobre el patron de reparto de
BR y PAP comercial fue realizado sobre sistemas cuya composicién total inicial fue
seleccionada a partir de diagramas binodiales obtenidos previamente en nuestro
laboratorio. Para cada tipo de SBA se evaluaron dos composiciones totales
correspondientes a distintas lineas de union (LU) las cuales fueron numeradas 1y 2,
siendo 1 la mas cercana al punto critico (ver tabla 3.2).
La figura 5.7 muestra el perfil de reparto observado para BR y PAP en los
sistemas indicados precedentemente. Puede observarse que a medida que aumenta el

PM del PEG se evidencia una disminucion en los valores del coeficiente de reparto (Kr)
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para ambas enzimas, siendo BR la mas afectada por esta variable. Este efecto podria
atribuirse a una disminucion del espacio disponible para las proteasas en la fase superior
(FS) a medida que aumenta el tamafio del polimero como consecuencia del elevado
volumen de exclusién del PCF. Particularmente, puede verse que BR sufre un
disminucion drastica (de hasta 5 veces) en los valores de Kr al variar el PM del PEG
desde 600-1000 (Kr >> 1,00) hasta 2000 (Kr << 1,00) cuando analizamos la LU2.

El calculo del rendimiento de BR en la FS de los sistemas conteniendo PEG600
y PEG1000 indica que en cada caso el 76 y 63 % de la fitoproteasa se recupera en dicha
fase. A priori, estos sistemas parecerian apropiados para emplearlos en los primeros
pasos de un proceso de purificacion, sin embargo, la drastica disminucion de la
actividad enzimatica en presencia de estos PEGs (ver seccion 5.1) limitaria el empleo de
los mismos para la recuperacion de esta enzima.

Los cambios observados en los valores de Krpap con el tamafio del PEG no
resultaron tan significativos como los de BR. El equilibrio de reparto de PAP se
encuentra desplazado hacia la fase inferior en todos los sistemas ensayados, con valores
cercanos a 0,50.

Al analizar el efecto de la longitud de la linea de union (LLU), se observa que
los valores de Krs de ambas proteasas disminuyen al aumentar la concentracion de los
componentes de fase (mayores LLU). Para PAP, estas modificaciones resultaron poco
significativas, siendo conveniente trabajar con cualquiera de las LUs ensayadas. Para
BR, en cambio, la disminucién de Kr fue muy notoria. En este caso, y en base a los
efectos que los PEGs mas livianos ocasionan en la actividad de BR, las composiciones
de la LU2 se presentan como las méas adecuadas ya que con ellas, la proteina se desplaza
a la fase salina, pobre en polimero. Es importante remarcar que los SBAs cuyas
composiciones totales estén mas alejadas de la curva binodial (LLU mayores) tendran
menos chances de convertirse en monofasicos ante cambios minimos de temperatura o
por dilucion al cargar la muestra (Rito-Palomares y Cueto, 2000). Por este motivo,
suelen ser los elegidos para procesos extractivos, siempre que las concentraciones de los
componentes de fase no sean tan excesivas como para dificultar la manipulacion de los

sistemas.
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Figura 5.7: Efecto del PEG y de la composicion del sistema sobre el perfil de reparto
de BR y PAP comercial en SBAs PEG/NaCit pH 5,20, LU1y LU2.
Temperatura: 20 °C.

5.2.2 Comparacion del perfil de reparto de bromelina y papaina

Al analizar el patron de reparto de ambas fitoproteasas, puede inferirse como
regla general una mayor tendencia de BR a repartirse hacia la FS en relacion a PAP en
el mismo SBA. Este comportamiento diferencial es mas marcado en los sistemas
formados por PEG600 y PEG1000.

Para comprender estas diferencias puede recurrirse a la siguiente expresiéon de
tipo empirico en la que se contempla la contribucion de diferentes factores al Kr de
proteinas en SBAs (Berggren y col., 2002):

lOg Kr= lOg Khidrof+ IOg Kelect+ IOg Ktamaﬁo-l' IOg Kalf-l' lOg KSBAcomp (51)

En la misma, el valor de Ksgacomp representa la contribucion de las propiedades
inherentes al SBA como PM y concentracion de los componentes de fase, Khigrof; Ktamario
y Keect €Stan vinculadas a las caracteristicas de la molécula que se reparte, tales como
hidrofobicidad superficial (HS), PM, conformacion y carga eléctrica neta. Finalmente,
Kar contempla la presencia de algun tipo de interaccién especifica entre la proteina y los
componentes de fase. Al comparar las contribuciones a Kr para el reparto de BR y PAP
en un dado SBA, surge que las diferencias deben provenir mayoritariamente de Ky y/0
Khidrot Ya que Ksgacomp €S €l mismo (para un dado SBA) y los valores de Kiamaro Y Kelect
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deben ser similares para BR y PAP por tratarse de proteinas con pesos moleculares
semejantes (BR 28000 Da y PAP 26000 Da) y puntos isoeléctricos cercanos (plgr =
9,55 y plpap = 8,75) (Albee y col., 1997). El calculo de la HS relativa para cada proteina
segun lo explicado en la seccién 3.2.3 de Materiales y Métodos, arrojé valores de -
0,0318 y -0,0363 para BR y PAP, respectivamente. Esto indica un caracter hidrofilico
ligeramente inferior (o carécter hidrofébico ligeramente superior) para BR en relacién a
PAP y sugiere una mayor chance para BR de interaccionar con los restos etilénicos no
polares de la molécula de PEG. Esto justificaria la leve superioridad en los valores de
Krgg respecto de Krpap, Observada en sistemas formados por PEGs de mayor tamafio,
pero seria insuficiente para explicar las grandes diferencias obtenidas en los sistemas
formados por PEGs mas pequefios. En este caso resulta razonable pensar en la
existencia de algiin mecanismo de interaccion adicional mas especifico entre PEG y BR,

que se reflejaria en la contribucion Kr.

5.2.3 Caracterizacién termodinamica del equilibrio de reparto
La naturaleza de las fuerzas intermoleculares involucradas en el reparto de una
dada biomolécula puede aproximarse a través de la determinacion de los parametros

termodindmicos asociados al equilibrio.
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Figura 5.8: Efecto de la temperatura sobre el equilibrio de reparto (Kr)
de BRy PAP en SBAs PEG8000/NaCit pH 5,20 LU2.
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La figura 5.8 muestra los graficos de InKr vs. la inversa de la temperatura (T)
para BR y PAP en el intervalo 288,15-308,15 K (15-35 °C) en los SBAs
PEG8000/NaCit LU2. El comportamiento lineal, observado también en el resto de los
SBAs ensayados (datos no mostrados), indica que el cambio entalpico (AH®), obtenido a
partir de la pendiente de dicho gréafico, se mantiene constante dentro de este rango de
temperaturas. Su valor, junto con el de los deméas pardmetros termodindmicos asociados
al pasaje de BR y PAP hacia la FS se representan en la figura 5.9 A y B,
respectivamente.

Puede observarse que BR y PAP presentan tendencias diferentes. La
termodindmica del reparto de BR muestra cambios entélpicos y entropicos negativos
mientras que para PAP dichas variaciones son positivas y mas pequefias. El patron
observado para esta Gltima (PAP) ha sido observado para otras proteinas en estos
sistemas (Malpiedi y col., 2008) y es compatible con la presencia de un “efecto
hidrofébico” que involucra la estructuracién/desestructuracion de las moléculas de agua
en el mecanismo de reparto. Esto se comprende pensando que en la Fl, las regiones
hidrofobicas de PAP estan rodeadas de agua mas estructurada (en relacion al agua del
seno de la fase) o “iceberg” tal como ocurre con todas la moléculas que exponen areas
hidrofébicas. Cuando la molécula proteica es transferida hacia la FS, interaccionara con
las moléculas de PEG mediante fuerzas de van der Waals, produciéndose la remocion
del agua estructurada, ruptura de puentes hidrogeno (AH°>0) y el consiguiente
incremento en el desorden del sistema (AS°>0).

En el caso de BR, los cambios entalpicos y entrépicos negativos indican que se
trata de un proceso conducido entalpicamente. Berggren y colaboradores (2002)
postularon que ciertos residuos aromaticos expuestos en la superficie proteica tienen
una fuerte influencia en el reparto preferencial hacia la FS. Particularmente, la presencia
de residuos de Trp ha mostrado tener un efecto claro direccionando la proteina hacia la
fase polimérica (Huddleston y col., 1991), postulandose una interaccién especifica de
transferencia de cargas entre las moléculas de PEG y el Trp en la cual el nitrégeno del
anillo pirrolico del gupo indol actuaria como donor de hidrogeno. Existe también
evidencia cristalografica del rol crucial que tendrian en la interaccion con PEGs los
residuos aminoacidicos cargados positivamente (Lys, Arg, His), los cuales serian
capaces de interaccionar con los grupos oxo presentes en el polimero (Hasek, 2006). De
acuerdo a lo calculado precedentemente (ver Tabla 4.1), el area superficial accesible
(ASA) de las Lys, Arg e His en BR es mayor que en PAP (3668,73 frente a 3309,5 A?).
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Lo mismo sucede para el ASA de los Trp que en BR casi duplica al valor de PAP
(353,75 contra 194,6 A?%). Esto explicaria las mayores chances de BR de interaccionar
con las moléculas de PEG por los mecanismos mencionados, justificaria los cambios
negativos de entropia y entalpia asociados a su reparto y el consiguiente desplazamiento

del equilibrio hacia la FS.
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Figura 5.9: Variacion de entalpia (4H°), entropia (4S°) y energia libre (4G°) asociados
al reparto de (A) BRy (B) PAP en SBAs PEGs/NaCit LU2.
Temperatura: 20 °C.
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La figura 5.10 muestra en forma esquematica el mecanismo de reparto propuesto
para BR y PAP. La formacion de complejos BR-PEG seria responsable de los cambios
negativos de entropia y entalpia asociados al reparto de BR y por ende del
desplazamiento del equilibrio de reparto hacia la FS. Por razones de tipo estérico, el
mecanismo propuesto para BR solo seria relevante en el reparto en SBAs formados por
PEGs de bajo PM, ya que en sistemas de PEGs de mayor tamafio, predominara el
fendmeno de exclusion estéerica. Para PAP, el ya explicado efecto hidrofobico seria el
responsable de los cambios positivos de los pardmetros termodinamicos AH® y AS° y

del consecuente reparto preferencial de la PAP hacia FI en todos los sistemas

estudiados.
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Figura 5.10: Representacion esquematica del mecanismo de reparto propuesto de BRy
PAP en SBAs PEG/NaCit.
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5.3 Recuperacion de las fitoproteasas a partir de sus extractos crudos

5.3.1 Efecto del peso molecular del polietilenglicol sobre el equilibrio de reparto
de las fitoproteasas presentes en los extractos

En la figura 5.11 se representan los valores de Kr para las proteasas presentes
en extractos de tallo y latex, designadas en este caso particular como BRiao Y PAPstex,
en sistemas seleccionados PEG/NaCit LU2, junto con los valores de Kr las proteasas
comerciales. Puede observarse que las enzimas de los extractos presentan un patrén de
reparto similar al de las enzimas comerciales, pudiendo remarcarse que las de tallo y
latex mostraron, en todos los casos, valores de Kr sensiblemente mayores a las
comerciales probablemente debido a un aumento de las interacciones de las enzimas de
los extractos con el resto de los componentes de la mezcla. La secuencia decreciente ya
observada en los valores de Kr a medida que se incrementa el PM del polimero
evidencia el fendmeno de exclusion ocasionado por el PEG al aumentar su tamafio,
mostrandose la BR como mas sensible a este efecto. Puede apreciarse que para PAP 4ex,
los valores de Krs obtenidos para todos los sistemas fueron menores que la unidad, al
igual que para PAP..m, indicando que esta enzima se reparte preferencialmente hacia la

fase salina.
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Figura 5.11: Efecto del peso molecular del polimero y composicion de las fases sobre el
Kr de BR y PAP de extractos naturales y su comparacion con los Krs de las proteasas
comerciales en SBAs PEG/NaCit LU2.

Temperatura 20 °C.
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Las diferencias entre los valores de Kr de la enzima comercial (alto grado de
pureza) y la enzima contenida en el extracto correspondiente, han sido observadas para
otras enzimas (Tubio y col.,, 2009) y son adjudicables a cambios en el factor de
actividad de la enzima debidos a los multiples componentes presentes en sus mezclas
complejas. Debe sefialarse que en todos los SBAs donde se sembré extracto crudo (de
tallo o latex) se observo a nivel interfacial, luego de alcanzado el equilibrio de reparto,
la presencia del material particulado del extracto (células, fibras, etc.) facilmente
desechable. Esto indica que, junto con el proceso extractivo de la molécula de interes,
tiene lugar un proceso de clarificacion de la muestra, sin el requerimiento de

centrifugacion o filtracion previa.

5.3.2 Rendimiento y factor de purificacion del proceso extractivo

Los valores de rendimiento porcentual (R%) y factor de purificacion (FP)
logrados para ambas proteasas, luego del reparto de sus extractos crudos, nos permiten
determinar cuéles seran los SBAs mas adecuados para una estrategia extractiva.

La figura 5.12 A y B muestra los mencionados indicadores de desempefio del
proceso de purificacion para BR, tanto para FS como para Fl en los diferentes SBAs
ensayados. Puede comprobarse una correlacion entre los valores de Kr y los
rendimientos obtenidos en cada fase. Los mayores rendimientos en FS se lograron en
aquellos sistemas formados por PEG600 y PEG1000, donde la BR exhibi6 los mayores
valores de Kr. Estos sistemas permitieron recuperar el 66% de BR en FS (rica en
PEG600) con un FP de 1,72. Si bien estos indicadores serian aceptables para una
primera etapa de un proceso de purificacion, debe recordarse que en presencia de dichos
polimeros la BR experimentd una caida brusca de su actividad enzimatica (ver apartado
5.1). Por su parte, los sistemas formados por PEGs de mayor PM (PEG2000, PEG4600
y PEG8000) permitieron recuperar entre el 80 y 90% de la BR en la fase salina y
purificarla entre 1,4 y 2,5 veces (figura 5.12 B), mostrandose como los sistemas méas

apropiados para la recuperacion primaria de esta enzima.
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Figura 5.12: (A) Rendimiento porcentual, R(%), y coeficiente de reparto (Kr) y (B)
factor de purificacion, FP, de BR en fase superior e inferior de SBAs PEG/NaCit LU2.
Temperatura: 20 °C.

En el caso de PAP de latex (figura 5.13 A) se aprecia que los mayores
rendimientos se obtuvieron en la FI de todos los sistemas con valores comprendidos
entre 58 y 80% en consistencia con los valores de Kr inferiores a la unidad. Los FPs
obtenidos en dicha fase (figura 5.13 B) fueron cercanos a 1,3-1,5, no considerandose
satisfactorios en ningin caso si se piensa al reparto como Unico método de purificacion,

pero si serian aceptables como etapa de recuperacion primaria de la enzima, ya que en
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ésta se privilegian los valores de rendimiento por encima de los del FP.
Particularmente, el sistema formado por PEG8000 mostr6 un buen valor de FP (2,5) en
FS, pero dicho valor tiene asociado un escaso rendimiento (22%). En base a estos
resultados se presentan dos alternativas: seleccionar la FI y recuperar la mayor parte de
PAP sin purificarla o seleccionar la fase superior donde se alcanzaron mejores
purificaciones con escaso rendimiento. Lo deseable seria lograr maximizar ambos

indicadores en una sola fase.
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Figura 5.13: (A) Rendimiento porcentual, R(%), y coeficiente de reparto (Kr) y (B)
factor de purificacion, FP, de PAP en fase superior e inferior de SBAs PEG/NaCit LU2.
Temperatura: 20 °C.
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El FP es uno de los criterios que se evalla para la seleccion de un sistema
extractivo. Para su célculo, se considera la totalidad de las proteinas presentes en los
extractos crudos. Las fases donde se logran los mayores FPs son aquellas donde mejor
se ha podido aislar a la proteina de interés de aquellas otras que conforman la mezcla de
partida. La presencia de pequefias moléculas contaminantes como grasas, azlcares,
vitaminas, etc., también presentes en el extracto crudo, no est4 contemplada en el valor
de FP. Es conocido que los azucares reductores reaccionan con proteinas mediante la
reaccion de Maillard durante su etapa de conservacion, dando lugar a productos
glicosilados y pudiéndose afectar las caracteristicas de estabilidad/actividad de las
proteinas. Particularmente, se report6 que la PAP pierde un 70% de su actividad inicial
luego de ser incubada con 300 mg/dL de glucosa al cabo de dos semanas (Zeng y col.,
2006; Sox y Huth, 2009). En este marco y con la idea de establecer un nuevo criterio
para la seleccion del sistema extractivo (ademéas de R% y FP) se estudid el reparto de
azucares reductores (AR) presentes en los extractos crudos de ambas enzimas.

5.4 Comportamiento de reparto de aztcares reductores

El extracto de tallo de anana y el latex de papaya son materiales con un
significativo contenido de azucares (Jothi y col., 2014; Yogiraj y col., 2014). La
extraccion con SBASs se ha utilizado para separar azlcares de antocianinas y betalainas
presentes en extractos de remolacha y jamun (Chethana y col., 2007; Chandrasekhar y
Raghavarao, 2015). Teniendo en cuenta la posible afectacion que sobre las enzimas
pudieran ocasionar el contacto con estos azucares, se evalud el perfil de reparto de los
mismos en los SBAs seleccionados. La figura 5.14 A y B muestra los coeficientes de
reparto de azUcares reductores (Kragr) obtenidos al repartir el extracto de tallo de anana
y el latex de papaya, respectivamente. En ambos casos se observaron valores de
Krar<<<1, lo cual indica que los diferentes azlcares presentes en los extractos
vegetales se reparten preferencialmente hacia la fase salina. Esta tendencia es méas
acentuada en el latex de papaya con valores de Krag inferiores a 0,09. La capacidad de
los SBAs de separar las enzimas de los azUcares se estimo a traves de su selectividad ()
calculada como el cociente Krgrpap/Krar €n cada caso. Puede apreciarse que los
sistemas formados por PEG600 y PEG1000 presentan la mayor capacidad separativa
para el extracto de tallo, con valores de P mayores a 20, permitiendo recuperar

mayoritariamente la BR en la FS y los azUcares en la fase contraria. En el caso del latex,
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todos los sistemas mostraron una selectividad satisfactoria (B > 7,5), destacandose
especialmente aquellos formados por PEG2000 y PEG4600 con valores de 3 superiores
al3.

3 Krar
0,40 ezza B 40
A

0,30 | 4130
e
< 0,20 120 @
N4

0,10 | 110

0,00 0

600 1000 2000 4600 8000
PMpeG
[ KrAR
0,12 wzzz B 20
B
0,10 +
{15

0,08 -
[
= 0,06 f {10 @
X

0,04 -

15
0,02 |
0,00 0
600 1000 2000 4600 8000
PMpeG

Figura 5.14: Valores de coeficiente de reparto de azlcares reductores (Kragr) y
selectividad (f) para el reparto de (A) BRy (B) PAP en SBAs PEG/NaCit LU2.
Temperatura: 20 °C.
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5.5 Conclusiones parciales

Desde un punto de vista basico, el estudio del reparto de BR y PAP en los SBAs
PEG/NaCit permitié avanzar en el conocimiento de algunos aspectos del mecanismo del
proceso extractivo. Si bien Kr se mostrd decreciente con el peso molecular del PEG, de
forma similar a lo ya observado para otras proteinas, pudieron marcarse algunas
diferencias notorias entre ambas fitoproteasas. La termodinamica del reparto resulto
compatible con la presencia de un efecto hidrofébico en el reparto de PAP y de un
mecanismo mas especifico de interaccion proteina-PEG en el caso de BR en SBAs
formados por los PEGs de menor tamafio. A nivel molecular estas diferencias fueron
explicadas sobre la base de las propiedades de superficie de ambas proteinas, siendo
crucial el area expuesta por ciertos aminoacidos (Trp, Lys, His, Arg).

Desde un punto de vista aplicado, la evaluacion de los diferentes SBAs para
recuperar las enzimas a partir de sus extractos crudos reflejo también comportamientos
disimiles. Para BR, los SBAs formados por los PEGs de mayor PM (PEG2000,
PEG4600 y PEG8000) mostraron buen desempefio extractivo ya que permitieron
recuperar mayoritariamente la fitoproteasa en fase salina (R = 80-90%) con FP de 1,4-
2,5. Estos indicadores pueden considerarse aceptables para una etapa primaria de
recuperacion de la enzima, mas aln si se considera que, en paralelo a la extraccion,
ocurre la clarificacion de la muestra. Para PAP, los resultados no fueron lo
suficientemente satisfactorios ya que, si bien todos los SBAs permitieron recuperar la
enzima en forma significativa en la fase inferior (> 60%), los valores de FP apenas
superaron la unidad. Excepcionalmente, el SBA formado por PEG8000 mostro
capacidad de purificar a la enzima (FP 2,5) en la fase polimérica pero con bajo
rendimiento (22%). Esto deja planteado el desafio de desarrollar alguna estrategia que
permita optimizar ambos parametros en una de las fases.

Finalmente, si en estas etapas extractivas se deseara reducir también el contenido
de azucares reductores, presentes en los extractos crudos de ambas enzimas, debera
direccionarse el reparto de éstas hacia la fase polimérica, ya que los azlcares mostraron

distribuirse unilateralmente hacia la fase salina en todos los SBASs ensayados.
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6. ESTRATEGIAS QUE INCLUYEN ALGINATO COMO
LIGANDO DE AFINIDAD

++ ldeas previas. Interrogantes

En la recuperacion de proteinas a partir de matrices complejas, utilizando
sistemas bifasicos acuosos polietilenglicol/sal, es aconsejada como estrategia general
una extraccion inicial, donde la molécula de interés se direccione hacia la fase
polimérica, seguida de una nueva extraccion donde la misma se re-distribuya a una fase
salina, libre de polimero. Este planteo obedece a la observacion experimental de que los
componentes y eventuales contaminantes que suelen acompafar a las proteinas en
diferentes materiales biolégicos se reparten mayoritariamente hacia la fase salina, en
razon de su elevado tamafio o caracter hidrofilico. Tal es el caso de los &cidos nucleicos,
azlcares, pequefias moléculas hidrofilicas y componentes particulados en general
(agregados moleculares, restos celulares, etc.). De esta forma, la primera etapa
extractiva resulta muy eficaz en términos de eliminacion de estos componentes y de
clarificacién de la muestra, pero trae aparejado que la molécula de interés se recupere en
un medio viscoso y de elevada concentracion en PEG, lo cual en ocasiones dificulta su
manipulacion y/o aplicacion final. En estos casos es necesario un paso adicional que
separe la proteina de este polimero, siendo lo méas sencillo una segunda extraccion o
retro-extraccion bajo diferentes condiciones de pH, concentracién de sal o agregado de
PEGs de mayor tamafio de modo que la molécula blanco se transfiera a una nueva fase
salina, pobre en PEG. Cuando esta estrategia no resulta efectiva se recurre a otras
metodologias més costosas como la ultrafiltracion o diferentes tipos de cromatografias.

El reparto de afinidad con macroligandos poliméricos se presenta como una
alternativa a los mencionados procesos que permitiria desplazar el equilibrio de reparto
de una molécula hacia la fase polimérica, donde el ligando se distribuye
mayoritariamente y luego, mediante un estimulo apropiado (cambio de pH, agregado de
sal o de ciertos iones), separar a la proteina de dicha fase por precipitacion. Los
requisitos que deben cumplirse para que esto sea viable son: — distribucion asimétrica
del macroligando hacia la fase polimérica, — interaccion especifica de éste con la
molécula de interés y — posibilidad de que los complejos formados puedan precipitarse

y redisolverse manipulando adecuadamente las condiciones del medio.
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La interaccion de BR y PAP con NaALG, evidenciada a través de las medidas
calorimétricas e hidrodindmicas (capitulo 4), sumada a la conocida capacidad de este
polimero de gelificar en presencia de iones calcio y redisolverse a altas fuerzas ionicas
son importantes condiciones que marcan la posibilidad de desarrollar una estrategia de
recuperacion de estas enzimas basada en reparto de afinidad usando al NaALG como
macroligando. Para evaluar esta opcion, sus indicadores de desempefio, ventajas y
desventajas sera necesario recorrer y dar respuesta a las siguientes cuestiones:

¢Se repartira el NaALG preferencialmente hacia la fase polimérica de los
sistemas PEG/NaCit utilizados precedentemente? ¢(En qué concentracion podra
emplearse este polimero? ¢ Traccionard suficientemente a las proteinas de interés hacia
la fase donde el mismo se distribuye mayoritariamente? ¢Cuales seran las condiciones
de precipitacion y disolucion de los complejos enzima-NaALG? ¢Sera posible disefiar
estrategias de extraccion con mejores “performances” que aquellas planteadas en el

capitulo precedente?
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6.1 Reparto de afinidad

6.1.1  Efecto de la presencia del alginato de sodio sobre la actividad enzimatica

Considerando la interaccion del NaALG con BR y PAP, inferida a partir de los
resultados precedentes, debe evaluarse si la formacion de los complejos proteina-
polimero afecta la actividad enzimatica a lo largo del tiempo transcurrido en un paso
extractivo. Los eventuales efectos ocasionados por el NaALG en las medidas de
actividad se deberan tener presentes al explicar los resultados de las estrategias de
purificacion e indicaran sobre la necesidad o no de introducir factores de correccion o
blancos de reaccion. Reproduciendo las condiciones del proceso de reparto, ambas
enzimas fueron disueltas en medios con la composicion de la fase polimérica (superior)
de un sistema PEG8000/NaCit LU2 con y sin agregado de diferentes concentraciones de
NaALG. Adicionalmente, tanto BR como PAP fueron incubadas en sus buffers de
conservacion (Ac 100 mM pH 5,00 y Pi 50 mM pH 6,00, respectivamente) a los fines
comparativos.

Las medidas de actividad residual determinadas al cabo de diferentes tiempos
de incubacion (0, 1, 2 y 3 horas) se encuentran representadas en las figuras 6.1 y 6.2.
Dichas medidas fueron realizadas segun lo explicado en la seccién 3.2.9 de Materiales y
Métodos, considerdndose como 100% de actividad a aquella medida en medio buffer a
tiempo 0.

Similar a lo ya analizado en el capitulo 5, podemos ver que ambas soluciones
de proteasas sufren una caida muy leve y gradual de su actividad cuando son
mantenidas en sus buffers de conservacion, no modificandose significativamente los
valores incluso luego de 3 horas de incubacion a 20 °C.

Por su parte, cuando BR fue incubada en FS tanto en ausencia como en
presencia de NaALG (figura 6.1), su actividad sufrié un moderado aumento en todos los
casos estudiados, no evidenciandose diferencias significativas en presencia de diferentes
concentraciones del polimero. Esto sugiere que el cambio no seria consecuencia de un
efecto directo del NaALG sino del medio enriquecido en PEG8000 que induciria algun
cambio conformacional en el sitio activo de BR potenciando la actividad de la enzima.
Es importante remarcar, que luego de 3 horas de incubacion, la BR retuvo

mayoritariamente su actividad en todas las condiciones ensayadas.

113



Capitulo 6 - Resultados

[ buffer
[ FS+NaALG 0 %P/P
180 [ FS+NaALG 0,60 %P/P
A [ FS+NaALG 1,00 %P/P
160
__l40t
S
e 120 + {
35
S 100} .
8 I i T T
T 80¢r
I
S
= 60
<
40 +
20 +
0

0 1 2 3

tiempo (horas)

Figura 6.1: Efecto de la presencia de NaALG sobre la actividad de BR 500 uM luego
de distintos tiempos de incubacion en FS del sistema PEG8000/NaCit LU2.
Temperatura: 20 °C.
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Figura 6.2: Efecto de la presencia de NaALG sobre la actividad de PAP 500 uM luego
de distintos tiempos de incubacién en FS del sistema PEG8000/NaCit LU2.
Actividad medida en: buffer NaPi 500 mM pH 7,00 (barras lisas); buffer TRIS 50 mM
pH 8,20 (barras rayadas).

Temperatura: 20 °C.
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Para el caso de la enzima PAP, las incubaciones fueron llevadas a cabo de
forma similar a lo hecho para BR, pero las determinaciones de actividad se realizaron en
dos medios diferentes. Por un lado, en buffer Pi 500 mM pH 7,00 utilizado en las
experiencias precedentes y, por otro, en buffer TRIS 50 mM pH 8,20. Este dltimo se
ensay6 como alternativa para medir la actividad enzimética en medios adicionados con
iones calcio, ya que de usar el primer buffer se formarian fosfatos insolubles que
interferirian en las medidas.

En la grafica 6.2 puede observarse que luego de incubar PAP en presencia de
NaALG (0,60 y 1,00 %P/P), las medidas de actividad realizadas tanto a pH 7,00 como a
pH 8,20 se incrementaron notoriamente en relacién a aquellas realizadas luego de
incubar en los restantes medios (buffer Pi 50 mM pH 6,00 y fase polimérica). Esto
evidenciaria un efecto favorecedor de este polimero en la reaccién de la enzima frente al
sustrato BAPNA. También puede apreciarse que en ausencia de NaALG las actividades
a pH 7,00 resultaron similares o ligeramente superiores a las de pH 8,20 mientras que en
presencia de dicho polimero, las medidas a pH 8,20 fueron sensiblemente mayores. Este
patron es compatible con un incremento en el pH Optimo de la enzima como

consecuencia de su interaccion con el NaALG.

6.1.2  Distribucion del alginato de sodio entre las fases

La figura 6.3 muestra los valores de coeficiente de reparto del polimero
(Krnaarg) en los distintos sistemas seleccionados PEG/NaCit LU2 para una
concentracion final de NaALG de 0,10 %P/P. Puede observarse claramente que el
equilibrio de reparto esta desplazado hacia la fase polimérica en todos los SBAs, con
valores de KryaaLc muy superiores a la unidad (> 3,40), independientemente del PM del
PEG empleado. Este desplazamiento unidireccional del polimero (70-80 % del NaALG
sembrado) hacia la FS de los SBAs ensayados ya fue reportado en sistemas PEG/Pi
(Teotia y Gupta, 2001) y demuestra el cumplimiento de una de las condiciones
necesarias para que este polimero pueda utilizarse como macroligando de afinidad de

BR y PAP en procesos de reparto.
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Figura 6.3: Distribucion del NaALG 0,10 %P/P en SBAs PEG/NaCit LU2
formados por PEGs de distinto PM.
Temperatura 20 °C.

6.1.3 Reparto de las enzimas en sistemas bifasicos adicionados con alginato de
sodio

Se llevaron a cabo los repartos de las fitoproteasas comerciales en los SBAs
seleccionados como potenciales sistemas a ser aplicados en la estrategia bioseparativa
integrada, todos ellos con NaALG 0,10 %P/P en su composicion total. En esta etapa, los
sistemas formados por los PEGs méas pequefios no fueron ensayados en virtud de la
caida de actividad observada para ambas enzimas (90% en BR, 35% en PAP) en
presencia de estos polimeros luego de diferentes periodos de incubacién (ver capitulo
5).

La figura 6.4 muestra en forma comparativa los Krs de BR y PAP en SBAs con
y sin NaALG. Puede observarse que en presencia de NaALG el equilibrio de reparto de
ambas enzimas se vio desplazado hacia la fase rica en PEG, la cual segin lo visto
precedentemente, contiene también la mayor parte del NaALG agregado. Los
corrimientos mas notorios fueron observados en los SBAs formados por PEGS8000,
siendo entonces éstos seleccionados para los préoximos ensayos. El direccionamiento de
las enzimas puede atribuirse a un mecanismo de afinidad derivado de la capacidad del
NaALG de unir BR y PAP o, eventualmente, a cambios en la composicion de las fases,

inducidos por la incorporacién del NaALG al sistema, que modificarian el
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comportamiento de reparto de las proteasas. Esta ultima posibilidad fue evaluada segun

se describe a continuacion.
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Figura 6.4: Efecto de la presencia de NaALG 0,10 %P/P sobre el perfil de reparto de

BRy PAP en SBAs PEG/NaCit LU2.
Temperatura: 20 °C.

6.1.4  Caracterizacion de los sistemas bifasicos polietilenglicol+alginato/citrato:
diagramas binodiales

La figura 6.5 muestra los diagramas binodiales correspondientes al SBA
PEG8000/NaCit pH 5,20 LU2, a 20 °C, con y sin agregado de NaALG 0,10 %P/P. En
ambos casos los datos experimentales fueron ajustados con diferentes expresiones
reportadas en la literatura (ver tabla 3.3), encontrandose los mejores resultados al aplicar
la expresion de Mistry (Mistry y col., 1996). Los parametros de ajuste correspondientes
a este modelo se resumen en la tabla 6.1.

Puede apreciarse que las curvas con y sin NaALG son practicamente
superponibles en todo el rango de concentraciones. Sin embargo, en la region proxima
al punto critico, es decir, para concentraciones intermedias de ambos componentes, se
observa un leve desplazamiento de la curva binodial hacia la region bifasica en el
sistema con NaALG. El efecto de este corrimiento sobre las composiciones de

equilibrio se muestra en la tabla 6.2.
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Figura 6.5: Comparacion de los diagramas binodiales PEG8000/NaCit en ausencia y
presencia de NaALG 0,10 %P/P.
Temperatura: 20 °C.

Tabla 6.1: Parametros de ajuste experimental obtenidos aplicando el modelo de Mistry
para los SBAs PEG8000/NaCit pH 5,20 en ausencia y presencia de NaALG.

Parametros sin NaALG con NaALG
a 5,12 4,67
b -0,86 -0,64
c -7,39x 10" -9,03x 10™
R?() 0,9977 0,9983

) coeficiente de determinacion

Para las tres composiciones totales ensayadas, los valores de concentracion de
PEG y NaCit en las respectivas fases, superior e inferior, muestran ligeras diferencias en
los sistemas con y sin agregado de NaALG. Dentro de estos cambios, se observé como
efecto mas marcado el enriquecimiento de la FS en el polimero PEG, particularmente
para las lineas de union (LU) mas alejadas del punto critico (LU2 y LU3). La
representacion de estos resultados en la figura 6.5, muestra un incremento en la
pendiente de cada LU en presencia de NaALG. Estas modificaciones también resultaron

en la disminucion del cociente de volumenes fase (Ves/ V).
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El incremento en la concentracion de PEG en la FS de los sistemas con NaALG
podria ser responsable de modificaciones en el comportamiento de reparto de las
enzimas. En este caso, ¢se desplazardn BR y PAP hacia la fase rica en PEG o hacia la
fase salina? En la seccidn 5.2.1, al analizar el efecto de la composicion del sistema sobre
los valores de Kr para ambas proteasas, se observd que el incremento en la
concentracion de PEG (LU mayores) provocaba una disminucién en los valores de Kr
de BR y PAP, siendo esto muy notorio en el caso de BR. Segun lo visto en la seccion
6.1.3, la presencia de NaALG en el SBA genera el efecto contrario, es decir, favorece el
desplazamiento del equilibrio de reparto de las enzimas hacia la fase rica en PEG. Se
deduce entonces que esta traccion de BR y PAP, ejercida por el NaALG, hacia la FS es
el resultado de la capacidad de este polimero de interaccionar especificamente con las
enzimas (componente de afinidad), efecto que predomina por sobre aquel derivado del

cambio en la composicion de fases, que ocasionaria el comportamiento opuesto.

Tabla 6.2: Efecto de la presencia de NaALG 0,10 %P/P sobre el diagrama binodial
PEGB8000/NaCit pH 5,20.

Sistema Composiciones (%6P/P)"")

— : : LLU | Vgs

PEGSQOO/ LU Total Fase Inferior | Fase Superior (%P/P) Vo

NaCit PEG | NaCit | PEG | NaCit | PEG | NaCit

Sin NaALG 1,76 | 11,66 | 17,38 | 6,02 | 16,92 | 1,85
— 1 (10,82 | 8,83

Con NaALG 2,34 | 12,11 | 1860 | 584 | 17,43 | 1,78

Sin NaALG 0,62 | 1464 | 21,13 | 524 | 2442 | 1,15
— ) (11,69 | 9,52

Con NaALG 0,87 | 1391 | 23,21 | 496 | 2551 | 0,82

Sin NaALG 0,21 | 16,34 | 24,13 | 4,71 | 26,61 | 1,03
— 3 12,33 | 10,44

Con NaALG 0,29 | 15,57 | 26,92 | 4,28 | 28,93 | 0,82

®) concentraciones de equilibrio de los componentes de fase

6.1.5 Seleccion de la concentracion optima de alginato a emplear en repartos

Si bien el efecto del NaALG sobre el direccionamiento de BR y PAP hacia la
fase rica en PEG quedd evidenciado claramente, fue necesario determinar para qué
concentracion de este polimero se producia el maximo desplazamiento de las enzimas

hacia dicha fase. Para ello sélo se trabajé con el sistema PEG8000/NaCit LUZ2, que es
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aquel donde se registraron los mayores cambios de Kr (ver figura 6.4). El nivel maximo
de NaALG ensayado fue 0,30 %P/P ya que por encima de dicho valor se visualizo
marcada turbidez en el SBA, probablemente por excederse del limite de solubilidad de
este polimero en cada fase. El resultado de este estudio puede observarse en la figura
6.6.

3,0 == BR
== PAP
25+ %
2,0}
< 15¢+
+ ] I
1,0 }
0,5 |—x—‘
0,0 ﬂ
0,0 0,1 0,2 0,3

CnaaLg (%P/P)

Figura 6.6: Efecto de la concentracion de NaALG sobre el perfil de reparto de BRy
PAP en SBA PEG8000/NaCit LU2.
Temperatura: 20 °C.

Analizando los valores de Kr se puede destacar que ambas proteasas sufrieron
un desplazamiento del equilibrio hacia la fase rica en PEG en presencia de NaALG.
Para BR, los valores de Kr en sistemas con NaALG 0,10 %P/P se duplicaron respecto
de los valores obtenidos en ausencia del polimero, no advirtiéndose nuevos cambios en
Krgr para concentraciones mayores de NaALG. Estos resultados sugieren que esa
concentracion de NaALG (0,10 %P/P) resulta suficiente para alcanzar la saturacion de
BR con NaALG y lograr el méximo desplazamiento del equilibrio de reparto de la
enzima.

En el caso de PAP, los valores de Kr aumentaron progresivamente con la
concentracion del ligando incorporado, llegando a quintuplicarse en presencia de
NaALG 0,30 %P/P. Si bien para esta proteina no se logro la condicion de saturacion, no
resulta aconsejable utilizar mayores niveles de NaALG en razon de los problemas de

turbidez mencionados precedentemente.
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Estos distintos patrones de comportamiento son consecuencia de las diferencias
encontradas en la interaccion del NaALG con ambas enzimas y determinan la seleccion
de dos concentraciones del ligando para las experiencias posteriores de extraccion: 0,10
%P/P para BR y 0,30 %P/P para PAP.

6.2 Precipitacion y redisolucion de los complejos enzima-alginato

6.2.1 Efecto de la presencia de CaCl, y NaCl sobre la actividad enzimatica
Durante el disefio de la estrategia bioseparativa integrada que emplea NaALG
como macroligando de afinidad, se utilizard CaCl, para la precipitacion reversible del
polimero seguida de la redisolucion del complejo en alta fuerza idnica dada por NacCl.
En base a esta proyeccién, se propuso estudiar el efecto de dichas sales sobre la
actividad de BR y PAP en funcién de distintos tiempos de incubacion con las mismas.
En la figura 6.7 se representa la actividad residual de las fitoproteasas en ausencia y
presencia de distintas concentraciones de CaCl, y NaCl (disueltas en medio buffer
NaCit 50 mM pH 5,20). A modo comparativo, de la misma manera que en la seccién
6.1.1, se determind la actividad de las proteasas en sus medios de conservacion
correspondientes (buffer Ac y buffer Pi). Puede apreciarse que ambas enzimas sufrieron
una disminucion de su actividad (5-20%) a partir de la primera hora de incubacién en
todos los medios ensayados, actividad que luego se mantuvo incluso hasta cumplidas las
3 horas. PAP mostrd ser menos afectada por la presencia de sales. Estos resultados nos
permiten concluir que adn a elevadas concentraciones de CaCl, y NaCl y luego de
incubaciones prolongadas, ambas enzimas retienen mayoritariamente su actividad frente

a sus sustratos especificos.
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Figura 6.7: Efecto de la presencia de sales sobre la actividad de (A) BRy (B) PAP 500
MM luego de distintos tiempos de incubacion en buffer NaCit 50 mM pH 5,20.
Temperatura: 20 °C.
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6.2.2 Determinacion de las condiciones éptimas para la formacion del gel de
alginato

La concentracion de CaCl, para lograr la precipitacion del NaALG fue
determinada mediante la titulacion de diferentes soluciones del polimero con cantidades
crecientes de CaCl, segun se muestra en la figura 6.8. Puede observarse que a bajas
concentraciones de la sal los valores de absorbancia se mantienen relativamente
constantes y bajos, indicando que la concentracién de Ca®* agregada no es suficiente
para iniciar la gelificacion del NaALG. Por encima de cierta concentracion critica de la
sal (80-100 mM), los valores de turbidez aumentan drasticamente debido a la formacion
de complejos insolubles (geles) facilmente observables, llegando a un maximo cuyo
valor depende de la concentracion de NaALG dado que ésta determina la maxima
cantidad de gel que puede formarse en un dado sistema. Como era de esperar, a medida
que aumenta la concentracién del polimero se requieren menores concentraciones de
CaCl, para iniciar el proceso de gelificacién y mayores niveles de esta sal para lograr la
méaxima turbidez. Debe tenerse presente que durante la titulacién, los agregados del
agente gelificante se hicieron en forma consecutiva, difiriendo en pocos minutos unos
de otros, no contemplandose que pueda requerirse cierto tiempo para la completa
formacion del gel.
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Figura 6.8: Titulacion turbidimétrica de soluciones de NaALG (0,20-1,00 %P/P)
con CacCl,.
Temperatura: 20 °C.
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Para definir la concentracion adecuada de CaCl, y el tiempo necesario para
lograr la precipitacion completa del NaALG se evalud la cinética de formacion del gel
en sistemas con diferentes concentraciones de NaALG a los que se adicion6 una
concentracion de CaCl, 80 mM (la minima requerida para iniciar la formacion del gel).

La figura 6.9 muestra el perfil cinético obtenido en cada caso, aprecidndose que
a mayores concentraciones del polimero se requieren lapsos de tiempo més largos para
la completa formacion el gel. Este proceso resultdé practicamente instantaneo para el
NaALG 0,20 %P/P llegando a requerir aproximadamente 25 minutos en el sistema con
NaALG 1,00 %P/P. Se hicieron nuevos agregados de CaCl, en todos los sistemas (datos
no mostrados) no observandose nuevos incrementos en la turbidez. Esto indica que la
concentracion utilizada de CaCl, (80 mM) y un tiempo de 25 minutos de incubacién

minima garantizan la precipitacion cuantitativa del NaALG 0,20-0,60 %P/P.

0,20 %P/P
2,5 —— 0,60 %P/P
— 1,00 %P/P

ABS400

0 5 10 15 20 25

tiempo (min)

Figura 6.9: Cinética de formacion del complejo NaALG-Ca®* para diferentes
concentraciones del polimero (0,20, 0,60, 1,00 %P/P).
Temperatura: 20 °C.

6.2.3  Determinacion de las condiciones de redisolucion de los geles de alginato
Sobre los geles formados bajo las condiciones definidas precedentemente, se

ensayaron diferentes condiciones de redisolucion: i) incremento de la fuerza iénica por

agregado de NaCl e ii) incorporacion de NaCit como agente complejante de los iones

Ca®*, cruciales en el proceso de gelificacion. La tabla 6.3 muestra los resultados de estos
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ensayos luego de 24 horas de incubacion en agitacion a 8°C en los diferentes medios.
Puede apreciarse que el incremento de la fuerza idnica (aumento de la concentracion de
NaCl entre 0 y 1000 mM) no tuvo ningln efecto en la disolucion de los geles formados,
ni siquiera en el sistema de baja concentracion de NaALG (0,20 %P/P), siendo esto
diferente a lo reportado por otros autores que indicaban disolucion total de los geles con
NaCl 0,5-1,0 M (Mondal y col., 2004; Teotia y Gupta, 2004). Combinando incremento
de fuerza ionica con agregado de NaCit se observé efectividad parcial en el proceso de
redisolucién, aunque restringida al sistema de menor concentracion de NaALG. Un
andlisis mas minucioso de los resultados sugirié que la presencia de NaCit a partir de
una concentracion 125 mM es decisiva en el proceso de disolucion, siendo necesario

evaluar el efecto ocasionado por concentraciones mayores de esta sal.

Tabla 6.3: Efecto de la concentracion de sales en el proceso de redisolucién de los
geles de alginato. Referencias: NR: No redisolucion; R+: Redisolucion minima; R++:
Redisolucién media; R+++: Redisolucion completa.

Redisolucion
Chacl Chacit CnaaLc (Y0P/P)
(mM) (mM) 0.20 050
0-1000 0 NR(*) NR()
25 250 R++ NR
50 125 R+ NR
125 50 NR -
250 25 NR -

(*) observaciones realizadas en medio acuoso (0 mM de NaCit) para distintas concentraciones
de NaCl (0, 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 mM)

La tabla 6.4 muestra el seguimiento en el tiempo del proceso de redisolucién de
los geles de NaALG ante agregados crecientes de NaCit para la concentracion de
NaALG de 0,20 %P/P. Se observa que al aumentar la concentracion de la sal se
incrementa la eficiencia del proceso lograndose la redisolucion total del gel en menores
tiempos de incubacion. Dado que un patrén similar fue observado para los sistemas

conteniendo NaALG 0,60 %P/P, se seleccioné una concentracion final de NaCit 1 M
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para la etapa de redisolucion ya que ésta es la que permitio los mejores resultados en los

menores tiempos.

Tabla 6.4: Efecto de la concentracion de NaCit sobre el tiempo de redisolucion del gel
de NaALG para una concentracion 0,20 %P/P del polimero. Referencias: NR: No
redisolucion; R+: Redisolucion minima; R++: Redisolucion media; R+++:
Redisolucién completa.

Chacit (MM)
CnaaLG Tiempo
(%P/P) (min) 0 25 | 50 | 75 | 100 250 500 1000
0-10 NR R+ R++
10-20 NR R+
NR R++
20-30
0,20 30-40 NR [ NR | NR
R+++
40-50 R++
R+ R+ R+++
50-60
60-120

6.2.4 Determinacion de las condiciones Optimas para la precipitacion de
bromelina y papaina

El estudio de la concentracion de CaCl, y del tiempo de incubacion necesario
para la completa formacion del gel de NaALG fue realizado en soluciones acuosas y en
ausencia de las enzimas de interés. Con la idea de lograr una mayor aproximacion a las
condiciones extractivas de un SBA, se repitieron los procesos de gelificacion utilizando
como medio la FS de los SBAs PEG8000/NaCit LU2, en presencia de 500 uM de BR y
PAP y con agregados de diferentes concentraciones de NaALG. El seguimiento del
proceso se realiz6 visualizando y semicuantificando la cantidad de gel formado
(simbolizado con + sobre las barras), y determinando el porcentaje de la actividad
enzimatica recuperada en el sobrenadante (SN) y en el gel, luego de su redisolucion
(RD).

La figura 6.10 A y B permite apreciar que la mayor parte de BR y PAP no
fueron retenidas en el gel, sino que, por el contrario, quedaron en el SN. En el caso de
BR, al incrementar la concentracion de NaALG se produjo un incremento en la cantidad

de gel formado y, consecuentemente, una mayor recuperacion de la enzima en el
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mismo, mientras que para PAP este efecto fue poco notorio. Debe precisarse que en
todos los casos las cantidades de gel formado resultaron sensiblemente inferiores a
aquellas obtenidas en los medios acuosos precedentemente ensayados con lo cual se
infirio la presencia de algun factor que reducia la gelificacion. Al analizar la
composicion de la FS del SBA PEG8000/NaCit LU2 surgi6 que, si bien la misma era
predominantemente rica en PEG8000 (21,13 %P/P), contenia también una pequefia
proporciéon de NaCit (5,24 %P/P) (ver tabla 3.2). Esto representa una concentracion
aproximada de 270 mM de sal, que segin lo visto en el apartado 6.2.3, resultaba
suficiente para capturar los iones Ca?* y contraponerse a la formacién del gel. En razén
de esto se replante6 la experiencia haciendo una dilucion de la fase (1:5) para lograr la

reduccion de la concentracion de NaCit.

CIRD CIRD
120 [ SN 120 [ SN
A + gl B + gel

100 |

80

60

40 +

Actividad recuperada (%0)
Actividad recuperada (%0)

20

02 03 06 10 02 03 06 10
CraaLc (%P/P) ChaaLc (%PIP)

Figura 6.10: Actividad recuperada de (A) BR y (B) PAP 500 uM en SN y RD luego de
la gelificacion y redisolucion llevada a cabo en la FS de un SBA PEG8000/NaCit LU2.
Cantidad de gel formado: + minimo; ++ medio; +++ maximo.
Temperatura: 8 °C.

En la figura 6.11 se observan los resultados de esta nueva estrategia,
apreciandose una significativa mejora en la formacion de gel y en la retencion de la
enzima en el mismo. En el caso de PAP, una concentracion final de NaALG de 0,60
%P/P resultd suficiente para recuperar mas del 90 % de la enzima, mientras que para
BR se requirieron concentraciones mayores (1,00 %P/P) para retener el 80 % de la
proteina en el gel.
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Figura 6.11: Actividad recuperada de (A) BRy (B) PAP 500 uM en SN y RD luego de
la gelificacion y redisolucion llevada a cabo en la FS de una SBA PEG8000/NaCit LU2
dilucion 1:5. Cantidad de gel formado: + minimo; ++ medio; +++ maximo.
Temperatura: 8 °C.

6.3 Disefio de una estrategia bioseparativa combinada: reparto de afinidad

empleando alginato como macroligando

En base a las condiciones halladas para el reparto direccionado de BR y PAP y
luego para la precipitacion y redisolucion de los geles de ALG, se disefid una estrategia
para recuperar ambas proteasas a partir de sus fuentes naturales combinando el reparto
de afinidad con la precipitacién empleando CaCl,. La figura 6.12 muestra un esquema
representativo de dicha estrategia, la cual fue descripta detalladamente en la seccion
3.2.25 de Materiales y Métodos. El seguimiento del proceso extractivo en cada caso fue
realizado por medidas de actividad enzimatica de las proteasas y proteinas totales en las
distintas etapas experimentales. Los indicadores de la recuperacion de ambas

fitoproteasas en la FS del SBA seleccionado se muestran en la tabla 6.5.
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Figura 6.12: Representacion esquematica de la estrategia del reparto de afinidad
empleando NaALG como macroligando polimérico disefiada para el recupero de
BR y PAP a partir de sus extractos.

Del analisis de los parametros resumidos en la tabla 6.5 puede inferirse que en
la primera etapa de la estrategia desarrollada, la inclusion de NaALG en los SBAs
desplazo el equilibrio de reparto de ambas fitoproteasas hacia la FS, rica tanto en PEG
como en el mencionado polimero de afinidad. En ambos casos se lograron rendimientos
del orden del 85 %, sensiblemente superiores a los logrados en ausencia de este
polimero (< 20 %) segun lo visto precedentemente (capitulo 5). En cuanto a los FPs
solo en el caso de PAP se alcanzo un valor satisfactorio de este indicador ya que la
enzima se purificd 2 veces en este paso. En el caso de BR el valor del FP obtenido no
fue satisfactorio (1,22).

En la etapa de gelificacion y redisolucion (RDyaso3), Si bien se produjo una
caida del rendimiento del 6 y 12% para BR y PAP respectivamente, en el caso de esta

ultima, esto se vio compensando por un incremento del FP.
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Tabla 6.5: Indicadores de la recuperacion de las fitoproteasas a partir de extractos
naturales segun estrategia descripta en la seccion 3.2.25 y representada en la figura
3.12.

Actividad Proteina Actividad -
Etapa total total especifica Ren?:;: )' ento FP
(u Abs/s) (mg) (u Abs/s mg)
BROMELINA
Extracto tallo 0,276 1,090 0,253 100 1,00
FSpaso1 0,235 0,760 0,309 85,1 1,22
SNpaso2 0,016 0,074 0,216 5,8 0,85
RDpaso3 0,219 0,573 0,382 79,3 1,51
PAPAINA
Latex 0,375 2,79 0,134 100 1,00
FSpaso1 0,318 1,17 0,271 84,8 2,01
SNpaso2 0,048 0,243 0,197 12,8 1,50
RDpaso3 0,270 0,834 0,323 72,0 2,41

6.4 Estabilidad de papaina en el gel de alginato

A partir de los indicadores de purificacion globales, pudo inferirse que la
estrategia combinada resulté satisfactoria para la extraccion de la PAP a partir del latex.
Teniendo en cuenta que la enzima de interés en este caso quedd retenida en un gel de
NaALG, se evaludé y compar6 su actividad en este producto final y en el latex crudo,
ambos liofilizados y conservados a -18 °C, por diferentes intervalos de tiempo. La
figura 6.13 muestra la actividad retenida por la enzima en las mencionadas condiciones.
En ambos casos se observé una caida gradual en la actividad de la enzima conforme se
incrementa el periodo de conservacién de la misma, lograndose retener alrededor de un
60% de la actividad luego de 30 dias. De esta manera podemos afirmar que la presencia
de NaALG en el liofilizado no afectd significativamente la funcionalidad de la PAP en
comparacion con la enzima en su fuente natural, el latex de C. papaya. Cabe mencionar

que en el caso del gel no fue adicionado ningun estabilizante.
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Figura 6.13: Actividad residual de PAP liofilizada en el latex y luego
del entrampamiento en el gel de alginato.
Temperatura de conservacion: -18 °C.

6.5 Reciclado del alginato de sodio
A partir del redisuelto del paso 3 (RDpasos), conteniendo PAP y NaALG en un

medio NaCit 1 M, se ensay0 un paso adicional (paso 4) de reprecipitacion
(regelificacion) del polimero con el objeto de recuperarlo para su reciclado y
paralelamente obtener la enzima libre del mismo (ver figura 6.12). Para ello se realiz
una titulacion turbidimétrica con CaCl, y el correspondiente estudio cinético de
formacion de gel (similar a lo descripto en el apartado 6.2.2), hallandose que una
concentracion final de esta sal de 160 mM y una incubacién de 30 minutos a 8°C eran
las condiciones adecuadas para obtener un nuevo gel y su correspondiente sobrenadante
(SNpasos). La evaluacion de la actividad enzimatica mostré que este Ultimo contenia
entre el 97-98 % de la actividad enzimatica del RDpasos, infiriéndose en consecuencia
que el gel estaba practicamente libre de PAP y en condiciones de ser reutilizado en un

nuevo ciclo extractivo.
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6.6 Conclusiones parciales

Las experiencias de reparto mostraron que el NaALG se comportd como un
ligando de afinidad tanto para BR como para PAP, verificAndose todas las condiciones
requeridas a tal fin. En primer término, este polimero mostré un patrén de reparto
desplazado hacia la fase rica en PEG de los SBAs seleccionados PEG/NaCit. Esta
distribucion asimétrica direcciond el reparto de ambas fitoproteasas hacia dicha fase,
comportamiento que resulté dependiente de la concentracion final de NaALG empleada
en el SBA. En cantidades apropiadas del ligando, 0,10 y 0,30 %P/P para BR y PAP
respectivamente, el rendimiento de ambas enzimas en FS se incrementd entre 2 y 5
veces. Se descartd que este efecto fuese consecuencia del cambio, inducido por el
NaALG, en las composiciones de las fases de equilibrio, considerandose a la interaccién
enzima-NaALG como la principal responsable del comportamiento referido.

El estudio de la formacion y redisolucién de los geles de alginato en diferentes
medios permitié definir las condiciones adecuadas para lograr la formacion completa
del gel y la mayor retencion de enzima en el mismo.

Fue posible definir una estrategia de recuperacion de BR y PAP a partir de sus
respectivas fuentes combinando el reparto de afinidad con la precipitacion (gelificacion)
del complejo enzima-ALG, sin embargo, los resultados fueron disimiles. En el caso de
PAP se lograron R (%) y FPs satisfactorios, mejorandose significativamente la
performance del reparto respecto de aquella obtenida empleando un SBA clésico, es
decir, sin la adicion del ligando. Para BR, los indicadores de desempefio de la estrategia
combinada sélo resultaron adecuados en términos de rendimiento, pero no asi en
purificacion. En este sentido, los SBAs clasicos PEG/NaCit se mostraron con una
mayor selectividad frente a los diferentes componentes de los extractos de tallo de

anana logrando mayores factores de purificacion y rendimientos comparables.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

En los ultimos afios, tal como fue sefialado en la introduccion, el crecimiento
sostenido en la utilizacion de enzimas, como catalizadores biologicos en diversos
procesos industriales, ha marcado la necesidad de disefiar nuevos métodos que permitan
obtenerlas en grandes cantidades, a bajos costos y de manera sustentable. En particular,
la recuperacion de las fitoproteasas bromelina y papaina reviste interés por dos motivos:
la diversidad de industrias que las utilizan (cerveceras, lacteas, de la carne, del cuero,
etc.), todas ellas muy desarrolladas en nuestro pais, y, segundo, porque sus métodos de
purificacion, si bien son efectivos, son perjudiciales para el medio ambiente ya que
comprenden el uso de solventes toxicos o altas concentraciones de sales eutroficantes.

Asimismo incluyen varios pasos cromatograficos que consumen tiempo y recursos.

En este marco, se plante6 como objetivo general de este trabajo de tesis el disefio
de estrategias extractivas de bromelina y papaina a partir de sus fuentes naturales,
basadas en reparto de afinidad en sistemas bifasicos acuosos empleando alginato como
macroligando polimérico. En la seleccion de esta como posible metodologia de
extraccion, se tuvo en cuenta su sencillez, bajos costos y escalabilidad. Una
caracteristica adicional que se considerd fue la sustentabilidad, eligiendo a tal fin
sistemas bifasicos acuosos formados por polietilenglicol y una sal de anion
biodegradable (citrato sédico) y como macroligando de afinidad, alginato sédico,

también biodegradable.

En el desarrollo de este trabajo se pretendié avanzar no solo en la parte aplicada,
sino también, en aspectos basicos del tema vinculados a las interacciones proteina-
polimero, dado que éstas son responsables ultimas de los indicadores de desempefio del

proceso extractivo y determinan las estrategias a seguir para optimizarlos.

En relacion a la interaccion de las fitoproteasas con los polimeros de fase
(polietilenglicoles) y con el polimero de afinidad (alginato) se apreciaron algunos
comportamientos similares en bromelina y papaina y otros diferenciales, los que se

detallan a continuacion:

-Los polietilenglicoles de menores pesos moleculares (PEG600, PEG1000)
produjeron las mayores modificaciones en las medidas espectroscopicas (fluorescencia,

extincién de fluorescencia, dicroismo circular) de ambas fitoproteasas reflejando
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perturbaciones a nivel de estructura secundaria/terciaria de la proteina, consecuencia de
la union preferencial del polimero. En estos casos se observé una caida concomitante en
la actividad enzimética frente a sustratos especificos, sugiriendo que los cambios
estructurales estarian afectando directa o indirectamente el sitio activo de las enzimas.
Este efecto se vio profundizado drasticamente al incrementarse los tiempos de
incubacion enzima-polimero, destacdndose el caso de la bromelina y el PEG600, donde
la pérdida de actividad alcanzé al 80-90%. Esto se observé también para PAP pero en
menor medida (30-40%).

-Los polietilenglicoles mas pesados (PEG2000, PEG4600, PEGS8000) vy, por
ende, de mayor caracter hidrofébico y volumen excluido produjeron, en cambio,
perturbaciones en los espectros explicables por la disminucion, causada por el polimero,
en la polaridad del entorno de los residuos aminoacidicos expuestos y
espectroscopicamente activos. No se evidenciaron cambios estructurales significativos
en la mayoria de los casos 0 los mismos no afectaron al sitio activo de las fitoproteasas
ya que la actividad enzimatica en presencia de estos polimeros no se vio practicamente

afectada, aun luego de periodos de incubacién de 3 horas.

-El alginato sodico, en muy bajas concentraciones (50 a 6000 veces inferiores a
las del PEG) indujo en BR y PAP marcados cambios en sus comportamientos
espectroscopicos, similares a los ocasionados por el PEG600 y compatibles con la unién
preferencial del polimero a la proteina. También se observaron patrones atribuibles a la
formacion de microagregados siendo esto un primer indicio de la posible formacion de
complejos insolubles proteina-polimero. El estudio de las propiedades hidrodindmicas
del alginato, en presencia de ambas fitoproteasas, aportd informacion complementaria,
ya que permitié inferir cambios conformacionales del polimero ocasionados por las
enzimas. Las variaciones significativas, observadas en el radio hidrodindmico y la
viscosidad intrinseca, fueron asociadas a una pérdida de rigidez y mayor grado de
compactacién de la molécula de NaALG, considerandose derivadas de un fendmeno de
neutralizacion/apantallamiento de sus cargas al interaccionar con las proteinas. Las
medidas calorimétricas corroboraron esta hipétesis, encontrandose que tanto BR como
PAP se fijaban cooperativamente al NaALG mediante una interaccion electrostatica en
la primera etapa de la union (entalpicamente conducida) y una de naturaleza hidrofébica
(entropicamente conducida), en la segunda. Es importante destacar que NaALG en este

“rol de macroligando” evidenci6 mayor afinidad por PAP, halldndose valores de
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constantes de equilibrio que duplicaron a las de BR tanto en la primera y como en la
segunda etapa de fijacion. En cuanto a la actividad enzimética en presencia de NaALG,
no se apreciaron cambios para BR y si un incremento notorio para PAP, sugiriendo en
este caso que la interaccion del NaALG con la proteina estaria afectando al sitio activo.
Esto podria constituir una ventaja en el caso de que esta potenciacion de la actividad de
PAP ocurriera no solo frente al sustrato sintético utilizado en este trabajo, sino también

en los procesos industriales donde esta fitoproteasa es empleada.

La informacion precedente fue utilizada para seleccionar los sistemas bifasicos
mas adecuados para la extraccion de BR y PAP y también para explicar el

comportamiento diferencial de reparto de ambas enzimas.

El estudio de la distribucion de BR y PAP en los SBAs formados por PEGs de
diferentes PMs y citrato sodico con y sin agregado de NaALG, también se abord6 desde
un punto de vista basico ahondando en el analisis del mecanismo involucrado en el

proceso Y el efecto que provoco el NaALG en el reparto de las proteasas.

Pudo apreciarse que tanto BR como PAP siguieron en los SBAs PEG/NaCit el
comportamiento tipico de otras proteinas en sistemas polimero/sal o polimero/polimero.
Esto es, ambas enzimas sufrieron una disminucion de su Kr al aumentar el tamafio del
PEG. Este fendmeno se explica por el incremento del efecto de exclusion que ejerce el
PEG (al aumentar su PM) sobre la proteina que se reparte, direccionandola hacia la FlI,
pobre en el polimero. Al comparar ambas enzimas, se aprecié que BR se distribuia mas
preferencialmente hacia la FS que PAP en todos los sistemas, con valores de Krs > 1 en
los SBAs formados por PEG600 y PEG1000 y Krs < 1, para los restantes PEGs. En el
caso de PAP, dichos coeficientes fueron inferiores a 1 en todos los SBAs. La
caracterizacion de la termodinamica del equilibrio de reparto junto con el analisis de la
superficie expuesta por los diferentes residuos aminoacidicos en cada proteina permitio
plantear un mecanismo que justificaba tales diferencias. Se postul6 que el mayor area
superficial expuesta (ASA) de los Trp, Lys, Arg e His en BR le daban mayores chances
a ésta, en relacion a PAP, de interaccionar con los PEGs de menor tamafio a través de
interacciones de puentes de hidrogeno, resultando de esta mayor interaccién en un

desplazamiento de su equilibrio de reparto hacia la FS.

-Para el estudio del efecto del NaALG sobre el equilibrio de reparto, se tuvieron

en cuenta las caracteristicas diferenciales encontradas para las interacciones proteina-
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PEG, dependientes del tamafio del polimero de cadena flexible, selecciondndose s6lo
los sistemas bifasicos formados por los PEGs de mayor tamafio por la menor afectacion
que éstos produjeron sobre la estructura-funcion de las enzimas de interés. Pudo verse
un aumento en los valores de Kr de ambas enzimas en los sistemas
PEG+NaALG/NaCit. Los cambios relativos més significativos fueron observados para
PAP en concordancia con sus mayores valores de constante de equilibrio de fijacion en
relacion a BR. Estos incrementos de Kr resultaron dependientes de la concentracion de
NaALG adicionada al SBA, verificandose un comportamiento similar al predicho por la
ecuacion de Flanagan y Barondes (ecuacion 1.8) para el reparto de afinidad.
Nuevamente PAP se mostr6 mas sensible a los agregados de NaALG al sistema,

logrando quintuplicar su valor de Kr respecto de aquel en ausencia del ligando.

Finalmente, desde un punto de vista exclusivamente practico, se aplicaron
estrategias extractivas de BR y PAP a partir de sus fuentes naturales, utilizando SBAs
PEG/NaCit con y sin agregado de NaALG. Se observaron claras diferencias en los

resultados obtenidos para cada fitoproteasa, los que se detallaran a continuacion.

-En la extraccion de BR a partir de extractos de tallo de anand, se aprecio una
capacidad de los SBAs PEG/NaCit formados por PEGs de menores PMs (PEG600-
PEG1000) para recuperar mayoritariamente la enzima en la FS (60 %) con bajos valores
de FP (= 1,50). Estos SBAs fueron desestimados para la extraccién de BR en virtud de
los magros indicadores de desempefio y de la pérdida de actividad que experimenta la

BR al ser incubada con los PEGs de menor tamano.

Por su parte los SBAs formados por los PEGs de mayor PM (PEG2000,
PEG4600 y PEG8000) permitieron recuperar entre el 80 y 90% de la BR en la fase
salina y purificarla entre 2 y 3 veces, mostrandose como los sistemas mas apropiados
para la recuperacion primaria de la enzima. Entre ellos se destaca el sistema formado
por el PEG2000/NaCit por exhibir los mayores valores de R y FP (89,46% y 2,49,
respectivamente). Debe tenerse presente que al ser recuperada la enzima en la Fl, con
baja concentracion de PEG, la fase contraria, rica en el mismo, podria reciclarse
contribuyendo a la sustentabilidad del proceso. Ademas, los efectos eventuales que el
PEG2000 podria ejercer disminuyendo la actividad enzimatica (similar al PEG600) se
veran minimizados por el bajo nivel de este polimero en la mencionada fase. Como

desventaja se advierte el elevado contenido azUcares reductores, presentes originalmente
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en el extracto de tallo y que se reparten también casi unidireccionalmente hacia la FI. En
ese caso se presenta como alternativa para superar esta condicion, la ultrafiltracion de la

muestra.

-Se ensay0 como Vvariante extractiva de BR, potencialmente superadora, la
utilizacion de sistemas bifasicos PEG8000+NaALG/NaCit seguida de la precipitacion
de afinidad del NaALG. Sin embargo, los indicadores de desempefio del proceso global
mostraron que si bien el rendimiento ascendi6 al 79,3 % en FS, el FP so6lo alcanz6 un
valor de 1,51. En este caso, si bien el NaALG ejerci6o claramente un efecto
direccionador de la BR hacia la FS, esto no fue selectivo y se reflejé en una escasa

purificacion de la muestra.

-En la extraccion de PAP a partir de latex de papaya utilizando diferentes
sistemas PEG/NaCit, se observaron los mayores rendimientos (50-80 %) en la FI de
todos los SBAs en concordancia con los valores de Kr inferiores a la unidad, no
lograndose purificar significativamente la enzima en ningin caso (FP = 1.5).
Complementariamente, en FS, se observaron muy bajos rendimientos (20-40 %) vy
purificaciones ligeramente superiores a aquellas observadas en la respectiva Fl,
lograndose un indicador excepcionalmente alto (FP = 2,5) en la fase salina del sistema
formado por PEG8000. Aprovechando esta condicidn, se adicion0 NaALG como
macroligando de afinidad y se reprodujo una estrategia similar a la aplicada en la
extraccion de BR. Respecto de los indicadores de desempefio del reparto, se observo un
notorio incremento en el rendimiento de PAP ya que este ascendid desde 21,9% (en
SBAs PEG8000/NaCit) hasta 84,8% (SBAs PEG8000+NaALG/NaCit), demostrando el
efecto direccionador del macroligando. Sin embargo, el FP de esta etapa disminuyo de
2,48 a 2,01. Esto estaria sugiriendo nuevamente que este efecto por parte del NaALG se
ejerceria también sobre otras proteinas presentes en el sistema. Los pasos posteriores al
reparto, de precipitacion y redisolucion del gel de NaALG resultaron en un rendimiento
satisfactorio del 72 % y un FP de 2,41 para el proceso global. Este valor de FP podria
considerarse insuficiente si se considera que la PAP representa aproximadamente el 8%
del contenido total de proteinas presentes en el latex. Sin embargo, si consideramos que
otras proteasas como la quimopapaina, la glicil-endopeptidasa y la caricaina representan
el 40% del total de proteina del latex y también contribuyen a las medidas de actividad
frente al sustrato sintético utilizado (BAPNA), es razonable pensar que el producto final

extraido no contiene sélo PAP sino otras cistein proteasas. Esta mezcla, conocida
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comercialmente como papaina refinada, es muy utilizada para propoésitos industriales. Si
se requiriera esta enzima para fines médicos/farmacologicos, seria necesario recurrir a

metodologias de purificacion mas selectivas.

-A modo de conclusién final se puede afirmar que las estrategias basadas en la
extraccion liquido-liquido con “sistemas bifasicos acuosos preformados de
polietilenglicol y citrato de sodio” y “reparto de afinidad usando alginato como
macroligando” resultan satisfactorias para la recuperacion de bromelina y papaina a
partir de sus fuentes naturales. Las mismas permiten alcanzar valores de rendimiento y
factor de purificacién comparables a los de otras estrategias de recuperacion primaria, y
reinen ademé&s las ventajas dadas por su sencillez, bajos costos, escalabilidad y
sustentabilidad.
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